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AcOH: ácido acético. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
AMPA: ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiónico. 
AMPc: adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico. 
AOAC: Asociación de Químicos Analíticos Oficiales.  
APCI: ionización química a presión atmosférica. 
API: ionización a presión atmosférica. 
APPI: fotoionización a presión atmosférica. 
ASP: toxinas amnésicas. 
AZAs: azaspirácidos. 
C18: grupo funcional n-octadecilsilil-. 
C4: grupo funcional n-butil-. 
C8: grupo funcional n-octilsilil-. 
CCDs: charge-coupled devices. 
C-CTXs: ciguatoxinas del Caribe. 
CE: Comunidad Europea. 
CEE: Comunidad Económica Europea. 
CFP: toxinas implicadas en la ciguatera. 
CN: grupo funcional cianopropilsilil-. 
Cs: N-sulfocarbamoil-11 hidroxisulfatotoxinas. 
CTX: ciguatoxina. 
CTXs: ciguatoxinas. 
DA: ácido domoico. 
DSP: toxinas diarreicas. 
DTXs: dinofisistoxinas. 
EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. 
ELISA: enzimoinmunoensayos. 
eq: equivalente. 
ESI: ionización por electrospray. 
F-actina: actina filamentosa. 
FAD: flavina adenina dinucleótido oxidado. 
FMN: flavina mononucleótido oxidado. 
Abreviaturas 
 





HAB: floración algal nociva. 
HIC: cromatografía de interacción hidrofóbica. 
HILIC: cromatografía de interacción hidrofílica. 
HPLC: cromatografía líquida de alta eficacia. 
I⊥: intensidad de fluorescencia medida con el polarizador de emisión 
orientado perpendicularmente a la dirección de la luz polarizada de 
excitación. 
i.p.: intraperitoneal. 
III: intensidad de fluorescencia medida con el polarizador de emisión 
orientado paralelamente a la dirección de la luz polarizada de 
excitación. 
kg: kilogramo. 
LC/MS: cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. 




mP: unidades de milipolarización. 
MRM: monitorización de múltiples reacciones. 
MS/MS: espectrometría de masas en tándem. 
MS: espectrometría de masas. 
MTXs: maitotoxinas. 
N: número de platos. 
NADH: nicotinamida adenina dinucleótido reducido. 
NMDA: N-metil-D-aspartato. 
OA: ácido okadaico. 
ODS: grupo funcional n-octadecilsilil-. 
Abreviaturas 
 
P: unidades de polarización de la fluorescencia. 
P0: polarización fundamental. 
PbTX: brevetoxina. 
PbTXs: brevetoxinas. 
P-CTXs: ciguatoxinas del Pacífico. 
PDE I: fosfodiesterasa I. 
PDE II: fosfodiesterasa II. 
PDEs: fosfodiesterasas específicas de nucleótidos cíclicos 3’,5’. 




PP1: fosfatasas de proteínas en residuos de serina y treonina 1. 
PP2A: fosfatasas de proteínas en residuos de serina y treonina 2A. 
PSP: toxinas paralizantes. 
PTXs: pectenotoxinas. 
R: constante universal de los gases ideales. 
s: segundo. 
SIR: monitorización de un sólo ión. 




TOF: analizadores de masa de tiempo de vuelo. 
TTX: tetrodotoxina. 









θ: tiempo de correlación rotacional. 
τ: tiempo de vida en el estado excitado. 
º: grado. 




























1. Introducción..................................................................................................1  
1.1. Ficotoxinas marinas..............................................................................2  
1.2. Polarización de la fluorescencia (FP)...............................................28  
1.3. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)..............................42  
1.4. Espectrometría de masas...................................................................51  
2. Objetivo........................................................................................................59  
3. Publicaciones...............................................................................................61  
3.1. Presentación.........................................................................................62 

























1.1. Ficotoxinas marinas. 
1.1.1. Introducción. 
Las ficotoxinas marinas son metabolitos secundarios que producen ciertas 
microalgas del ecosistema marino. Su función no está clara ya que no tienen un 
papel determinado en la economía de los organismos productores pero presentan 
actividades muy específicas en los mamíferos. Sin embargo, es probable que se 
utilicen para competir por el espacio, vencer a las presas o defenderse del 
crecimiento excesivo de otros organismos [13]. 
La abundancia de las microalgas en un determinado lugar se ve influenciada 
por factores primarios o limitantes, como cambios en la iluminación y la 
disponibilidad de nutrientes, y factores secundarios o reguladores, como cambios en 
la salinidad o la temperatura y depredación por el zooplancton herbívoro. 
Habitualmente esta variación en la abundancia afecta a varias especies de microalgas 
a la vez; sin embargo en casos determinados se produce la proliferación masiva de 
una especie en particular a expensas de las restantes. De las casi 4000 especies 
marinas del fitoplancton microscópico que existen, unas 300 pueden proliferar en 
número tan alto que alcancen densidades de millones de células por litro de agua, 
siendo tóxicas alrededor de 60 de ellas [58]. Esa alta densidad puede llegar a 
modificar la coloración del agua y provocar efectos luminiscentes observables por la 
noche. Si esta proliferación es de fitoplancton tóxico recibe el nombre de floración 
algal nociva (HAB, harmful algal bloom), si bien de forma coloquial se le denomina 
marea roja. Hay que tener en cuenta que existen muchas floraciones algales que son 
beneficiosas para la acuicultura y los recursos marinos, de hecho se cultivan a escala 
industrial varias microalgas que sirven tanto para alimento de peces, moluscos y 
crustáceos como para aislar y purificar compuestos químicos naturales de uso 
farmacéutico. 
Las mareas rojas ocurren cada vez con mayor frecuencia y en áreas más 
extensas del planeta, causando un gran número de intoxicaciones y graves perjuicios 
económicos en todas las actividades relacionadas con los productos de la pesca, 
Introducción 
3 
desde los productores primarios hasta los procesadores industriales. Existen 
múltiples explicaciones a este hecho como pueden ser las inusuales condiciones 
climáticas, la mayor movilidad de sustancias húmicas y metales desde el suelo 
debido a la deforestación y a la lluvia ácida, el mayor uso de aguas costeras para la 
acuicultura, la transferencia de moluscos de unas áreas a otras, la eutrofización 
cultural debido a basuras domésticas, industriales y de la agricultura,... Además hay 
que considerar la posibilidad de que el aumento sólo se deba a un mayor control 
debido a la preocupación científica y de la población por este tema. 
 Existen tres clases de algas unicelulares productoras de ficotoxinas: los 
dinoflagelados, con unas pocas docenas de especies tóxicas, las diatomeas, 
concretamente el género Pseudonitzschia, y las cianobacterias, con especies y cepas 
productoras de toxinas en casi todos los géneros [14]. 
 Las ficotoxinas marinas pueden producir episodios tóxicos en humanos, 
debido a su presencia en diversos alimentos. El principal riesgo lo representan los 
moluscos filtradores, puesto que su forma de alimentación implica la filtración de 
grandes volúmenes de agua, facilitándose así la concentración de las toxinas en sus 
tejidos. En este grupo cabe destacar a ostras, mejillones, vieiras y almejas. Existen 
otros alimentos como ciertos pescados, tortugas, cangrejos y algas que también 
pueden contener ficotoxinas, pero tienen menor importancia porque suelen 
presentar menores cantidades y su consumo a nivel mundial es menor. 
 Existen distintos tipos de clasificaciones de las ficotoxinas marinas, que se 
revisan continuamente debido al aislamiento y descripción de nuevos metabolitos 
tóxicos, con diferentes estructuras químicas y mecanismos de acción. Una de las más 
empleadas se basa en los síntomas tóxicos producidos en humanos, distinguiéndose 
cinco grupos de toxinas: paralizantes, diarreicas, neurotóxicas, implicadas en la 
ciguatera y amnésicas. Además hay otras ficotoxinas que no se pueden incluir en los 
grupos anteriores, como pectenotoxinas, azaspirácidos, yessotoxinas, maitotoxinas, 
palitoxinas,... Para realizar una breve descripción de cada uno de los grupos de 







Toxinas paralizantes (PSP) 
Saxitoxinas (STXs) 
Gonyautoxinas (GTXs) 
N-sulfocarbamoil-11 hidroxisulfatotoxinas (Cs) 
Toxinas diarreicas (DSP) 





Toxinas amnésicas (ASP) Ácido domoico (DA) y derivados 
Toxinas neurotóxicas no PSP 









Azaspirácidos (AZAs) Azaspirácidos (AZAs) 
Otras toxinas 
Tetrodotoxina (TTX) 
Toxinas producidas por Pfiesteria spp. 
Toxinas producidas por cianobacterias 
 
Tabla 1. Clasificación de las ficotoxinas marinas. 
 
1.1.2. Toxinas paralizantes (PSP). 
Las toxinas paralizantes (PSP) son un grupo de ficotoxinas de elevada 
distribución que desde el punto de vista estructural se caracterizan por ser 
tetrahidropurinas. Estas toxinas se dividen en cuatro subgrupos en función de los 
sustituyentes que presenta esta estructura común: carbamato, sulfocarbamoil, 
decarbamoil y deoxidecarbamoil. Estos subgrupos presentan diferente toxicidad, 
siendo el carbamato el más tóxico, seguido por el decarbamoil con una potencia 
intermedia y finalmente los dos restantes con menor toxicidad [80]. Otra forma 
habitual de clasificar las PSP es en función de la carga neta que presentan a pH 7, 
existiendo en este caso tres grupos: las saxitoxinas (STXs), con carga neta de +2, las 
gonyautoxinas (GTXs), con carga neta de +1, y las N-sulfocarbamoil-11 
hidroxisulfatotoxinas (Cs), sin carga [144]. El más representativo de los compuestos 
de este grupo es la saxitoxina, por ser el más estudiado y el primero en ser aislado, a 
partir de la almeja Saxidomus giganteus, de la que recibe su nombre [48].  
Las PSP son producidas por varios géneros de dinoflagelados y una especie 
de algas verde-azuladas. Entre los primeros destacan múltiples especies del género 
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Alexandrium, el Pyrodinium bahamense y el Gymnodinium catenatum. En cuanto a la 
segunda, se trata de la Aphanazomenon flos-aquae [106]. 
Los principales portadores de estas toxinas son los moluscos bivalvos, 
incluyendo mejillones, almejas y, en menor grado, ostras, vieiras y berberechos. Una 
vez que estas variedades se alimentan de los dinoflagelados, las toxinas adquiridas 
se pueden conservar en varias zonas de los animales y distribuirse de manera 





Figura 1. Estructura de algunas toxinas PSP. 
 
El mecanismo de acción de este tipo de toxinas es similar al de la 
tetrodotoxina. Se unen de forma específica y reversible al sitio 1 del canal de sodio 
dependiente de voltaje, situándose en su parte externa e inhibiendo su apertura. De 
esta forma disminuyen o impiden la propagación de los impulsos nerviosos. 
Los síntomas clínicos de una intoxicación leve debida a toxinas PSP incluyen 
hormigueo alrededor de los labios, que se extiende gradualmente a la cara y al 
cuello, picores en los dedos de las manos y de los pies, dolor de cabeza, vértigo, 
náuseas, vómitos y diarrea. En una intoxicación moderadamente severa se observa 
parestesia en brazos y piernas, mareos, habla incoherente, ataxia, falta de 
coordinación motora y, en ciertos casos, hipotensión. Los síntomas respiratorios 
Introducción 
6 
comienzan como una rigidez en torno a la garganta, pudiendo producirse la muerte 
por parálisis respiratoria [48, 80]. 
 
1.1.3. Toxinas diarreicas (DSP). 
El grupo de las toxinas diarreicas (DSP) se consideró en un principio 
constituido por una gran variedad de toxinas, con la característica común de ser 
extraídas de moluscos contaminados utilizando disolventes orgánicos. Hoy en día, 
sin embargo, se considera que este grupo está formado únicamente por el ácido 
okadaico (OA) y sus derivados, que reciben el nombre de dinofisistoxinas (DTXs), 
siendo todos ellos compuestos polietéreos liposolubles. Dentro de las DTXs se 
pueden diferenciar los derivados “libres” (DTX1 y DTX2) y los esterificados (DTX3 
en moluscos y DTX4-6 y ésteres diol en microalgas) [65, 127, 152, 154]. Se ha 
postulado que la esterificación es una forma de eliminar la toxicidad de las toxinas 
libres en los organismos que las producen y en los moluscos que las ingieren. 
OA y DTXs son producidos por dinoflagelados de los géneros Dinophysis spp. 
y Prorocentrum spp. [59, 176], habiendo sido también detectados en Protoperidinium 
oceanicum y en P. pellucidum, debido probablemente a que se pueden alimentar de 
Dinophysis spp. También se ha demostrado que Phalacroma rotundatum produce OA, 
DTX1 y DTX2 [21]. 
Las DSP se acumulan en mejillones, vieiras, almejas y ostras, por este orden. 
De hecho los mejillones son los moluscos contaminados más habitualmente, 
dependiendo de la profundidad a la que crezcan (mayor toxicidad a menor 
profundidad) [13]. Estas toxinas también pueden aparecer en los peces que se 
alimentan a partir de estos moluscos o del fitoplancton, acumuladas en sus tejidos 
grasos. Es probable que los gasterópodos y los crustáceos puedan contaminarse 
debido a la cadena trófica marina, aunque no existen datos al respecto [145]. 
Se ha demostrado que OA, DTX1 y DTX2 son inhibidores específicos de las 
fosfatasas de proteínas de residuos de serina y de treonina PP1 y PP2A, siendo la 
PP2A 200 veces más inhibida que la PP1. Estas fosfatasas están implicadas en la 
regulación de múltiples procesos celulares ya que modulan el grado de fosforilación 
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o defosforilación de las proteínas [12, 41]. Por ejemplo, se ha sugerido que la diarrea 
en humanos es causada por la hiperfosforilación de las proteínas que controlan la 
secreción de sodio por las células intestinales, o bien por una excesiva fosforilación 
de las partes del citoesqueleto que regulan la permeabilidad a los solutos, 
produciéndose una pérdida pasiva de fluidos [45, 164]. Se han realizado estudios 
sobre la inhibición de PP2A y PP1 por los restantes derivados del OA, observándose 
que la presencia del grupo carboxílico del carbono 1 es esencial para que se produzca 
[158]. 
Tanto el OA como la DTX1 son promotores tumorales en estudios realizados 
con animales [50] y el OA presenta además una marcada actividad mutagénica [44]. 
Las toxinas DSP producen en humanos cuadros agudos de sintomatología 
gastrointestinal con diarrea, náuseas, vómitos y dolor abdominal, sin haberse 
producido muertes por este motivo hasta la actualidad. Los síntomas aparecen entre 
30 minutos y unas pocas horas después de la ingestión de los moluscos 
contaminados y cursan con una recuperación total en tres días. La intensidad de los 
síntomas depende de la dosis ingerida y generalmente no se necesita hospitalización 
[48]. Por otro lado, se ha determinado una relación entre la existencia de moluscos 
contaminados en las costas francesas y el desarrollo de cáncer de colon en los 
habitantes de dichas regiones [28]. 
 
1.1.4. Toxinas lipofílicas. 
En este grupo de toxinas se incluyen las pectenotoxinas (PTXs) y las 
yessotoxinas (YTXs), inicialmente consideradas como toxinas diarreicas por ser 
extraídas de los moluscos contaminados junto con el OA y las DTXs. Sin embargo, la 
ausencia de sintomatología gastrointestinal después de su ingestión aconsejó su 
exclusión del grupo de las DSP. 
  
1.1.4.1. Pectenotoxinas (PTXs). 
Las pectenotoxinas (PTXs) toman su nombre de la vieira Patinopecten 
yessoensis, de la cual fueron aisladas por primera vez [184, 185]. Su estructura 
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recuerda a la del OA por poseer igual que éste éteres cíclicos y un grupo carboxílico. 
Sin embargo, en la mayor parte de las PTXs el residuo carboxílico se encuentra en 
forma de lactona macrocíclica. Hasta el momento se han aislado más de 14 
compuestos que se diferencian por los radicales y por su disposición espacial [155]. 
También existen derivados ácidos de la PTX2 (concretamente el ácido seco PTX2, su 
epímero 7-epi-PTX2 [29] y sus ésteres recientemente asilados [177]) que se 
caracterizan porque el anillo lactona ha sido hidrolizado. 
Se cree que los organismos productores de las PTXs son varias especies del 
género Dinophysis, si bien algunos análogos como la PTX6 se forman a partir de la 
PTX2 en tejidos de moluscos [153]. También se han detectado PTXs en mareas de 
Protoperidinium spp. que se estaban alimentando de Dinophysis spp. [103]. La 
presencia de los análogos ácidos de las PTXs en extractos de dinoflagelados se 
considera que no es significativa, a no ser que aparezcan como resultado de la 
hidrólisis de las PTXs por enzimas liberados de células dañadas [98]. 
Las PTXs se acumulan en los mismos moluscos que las DSP, aunque por el 
momento no hay muchos datos debido a que la determinación de PTXs de forma 
aislada es un hecho reciente. 
Las PTXs no inhiben a las fosfatasas de proteínas PP2A y PP1 [46, 97] y no se 
conoce su diana intracelular. Sin embargo, se ha demostrado un efecto sobre el 
citoesqueleto de actina [5, 6, 89, 150].  
Se informó de dos incidentes con moluscos contaminados con PTXs que 
cursaron con náuseas, vómitos y diarrea [18]. En ambos casos los moluscos 
contaminados contenían ácido seco PTX2. Sin embargo, después de los bioensayos 
realizados en ratones y de un nuevo análisis de las muestras contaminadas se llegó a 
la conclusión de que los incidentes fueron provocados por ésteres de OA [19]. 
 
1.1.4.2. Yessotoxinas (YTXs). 
La yessotoxina (YTX) es una toxina policíclica de naturaleza etérea 
originariamente aislada a partir de las glándulas digestivas de la vieira Patinopecten 
yessoensis en el transcurso de una marea roja de tipo diarreico en Japón [113]. 
Inicialmente la YTX y sus análogos (YTXs) se clasificaron dentro del grupo de las 
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toxinas diarreicas porque eran extraídas de los moluscos junto con el OA y las DTXs 
[113]. Estudios posteriores han demostrado que las YTXs deben ser consideradas un 
nuevo grupo de toxinas marinas, ya que no producen diarrea y tienen diferente 
mecanismo de acción [117] y diferente origen biogenético que las toxinas diarreicas.  
La YTX es producida por los dinoflagelados Protoceratium reticulatum [139], 
Lingulodinium polyedrum [33] y Gonyaulax spinifera [108]. Se trata de una molécula 
formada por 11 anillos etéreos adyacentes, una cadena lateral insaturada terminal y 
dos grupos sulfato [34]. Mientras que el esqueleto carbonado es liposoluble, estos 
dos grupos proporcionan a la molécula características anfifílicas [186], siendo la más 




Figura 2. Estructura de algunas YTXs. 
 
Se han identificado muchos análogos de YTX en microalgas y en moluscos, 
entre otros trinorYTX y 45-hidroxiYTX [138], homoYTX y su derivado 45-
hidroxihomoYTX [140], adriatoxina [25], 1-desulfoYTX [30] y carboxiYTX [26]. 
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También se han caracterizado algunos análogos que portan como cadena lateral una 
o más pentosas [78, 149] y se han descrito más de 90 análogos mediante ensayos de 
espectrometría de masas, muchos de ellos con una estructura desconocida hasta el 
momento [104]. Además se ha aislado otro posible análogo a partir de la especie 
Coolia monotis, denominado cooliatoxina [63], con el mismo peso molecular que la 1-
desulfoYTX; la falta de información estructural y toxicológica hace imposible 
confirmar su relación con las YTXs o bien con las toxinas asociadas a la ciguatera. 
Las YTXs aparecen principalmente en vieiras y mejillones, acumulándose en 
las glándulas digestivas de estos moluscos, pero pudiendo existir también en el 
tejido muscular. 
Actualmente se están investigando la toxicología y la farmacología de la YTX. 
En experimentos realizados con ratones se ha observado que su inyección 
intraperitoneal (i.p.) produce una elevada letalidad, mientras que su administración 
oral no induce la muerte incluso a elevadas dosis [117], esto se debe a que el carácter 
anfifílico de la molécula influye en su absorción en el tracto intestinal. 
Algunos autores han sugerido que el órgano diana después de la 
administración i.p. es el corazón [160], mientras que otros consideran que la YTX 
está implicada en desórdenes neurológicos y que su principal diana es el timo [49]. 
Por otro lado, la administración de YTX a linfocitos humanos ocasiona un 
incremento en la concentración citosólica de calcio [31] y un aumento de la actividad 
de las fosfodiesterasas específicas de nucleótidos cíclicos 3’,5’ [1]. De hecho, 
utilizando un biosensor óptico se ha demostrado que se produce una unión entre 
dichas proteínas y la YTX [119]. También se ha investigado la actividad de los 
distintos análogos en líneas tumorales MCF-7. Se ha observado que la modificación 
estructural presente en la homoYTX no cambia la actividad de la toxina, mientras 
que la estructura de la cadena lateral del carbono 9 parece esencial, de tal manera 
que la hidroxihomoYTX y la carboxiYTX presentan menor actividad que la YTX [43]. 
Estos datos han sido confirmados a través de estudios cinéticos de la unión entre 
fosfodiesterasas y YTX, hidroxiYTX y carboxiYTX, que prueban la menor afinidad 
entre dichas proteínas y los dos últimos análogos [120]. 
Introducción 
11 
No se conoce cuál es la sintomatología específica de las YTXs, si es que existe, 
pues hasta la fecha siempre han aparecido asociadas a toxinas DSP, originando 
sintomatología gastrointestinal. 
 
1.1.5. Toxinas amnésicas (ASP). 
El grupo de las toxinas amnésicas (ASP) está formado únicamente por el 
ácido domoico (DA) y sus isómeros geométricos, algunos aislados en algas y otros en 
tejidos de molusco [129, 178]. El DA es un ácido tricarboxílico análogo del 
aminoácido neurotransmisor excitador L-glutamato, tiene carácter ácido, naturaleza 
cristalina, es soluble en agua e insoluble en solventes orgánicos [159]. Se sabe que los 
isómeros geométricos (ácidos isodomoicos A, B, C, D, E, F, G y H) pueden generarse 
tras una breve exposición del DA a la luz ultravioleta y son menos tóxicos que éste 
debido a su menor fuerza de enlace a las proteínas receptoras neuronales [48]. Existe 
otro compuesto que forma parte de este grupo (el C5’-diasterómero), cuya formación 
se favorece con calentamiento y que presenta casi la misma eficacia de unión que el 
DA [178]. 
El DA fue originariamente aislado de las algas rojas Chondria armata, Alsidium 
corallinum y Amphora coffaeformis [96, 129, 161]. Se ha postulado que sus productores 
son varias diatomeas del género Pseudonitzschia, lo que posteriormente ha sido 
probado mediante análisis durante los episodios tóxicos y en cultivos de laboratorio 
[60]. 
Los episodios tóxicos detectados de DA se han debido al consumo de 
mejillones, almejas, navajas y vieiras. También se ha encontrado DA en cangrejos, 
posiblemente debido a la actividad predadora de éstos sobre las almejas, y en 
anchoas y caballas, consumidores de fitoplancton en caso de que no existan otras 
fuentes de alimento. Estos episodios han causado la muerte de animales carnívoros, 
como pelícanos [146] o leones de mar [85], debido al consumo de caballas o anchoas 
contaminadas. 
El DA interfiere en la transmisión sináptica e interactúa con los receptores de 
aminoácidos excitadores. Los principales aminoácidos de este tipo son el L-
Introducción 
12 
glutamato y el L-aspartato, y los principales receptores sobre los que actúan son el de 
NMDA (N-metil-D-aspartato), el de AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propiónico) y el de kainato. El DA es un análogo del glutamato y por ello se 
une a dichos receptores, ocasionando un estado de hiperexcitabilidad inicial, seguido 
de un efecto neurotóxico. Tiene dos lugares de acción principales en el sistema 
nervioso central: la zona del hipocampo implicada en el aprendizaje y el 
procesamiento de la memoria y la zona que controla la función visceral [121]. 
También afecta al sistema nervioso periférico, en el que se observa una neuropatía 




Figura 3. Estructura del DA. 
 
El DA es tóxico en humanos tanto para el sistema nervioso central como para 
el periférico. El consumo de esta toxina ocasiona un síndrome que recibe el nombre 
de intoxicación amnésica e incluye vómitos, náuseas, diarrea y calambres 
abdominales en las 3-5 horas posteriores a la ingestión del alimento [48]. En casos 
graves, y durante las primeras 48 horas, aparecen dolor de cabeza, mareos, 
confusión, desorientación, pérdida de la memoria a corto plazo, debilidad motora, 
temblores, letargia, arritmias cardíacas y coma. Meses después de la intoxicación 
puede existir atrofia distal y ligera debilidad de las extremidades y un año más tarde 
deficiencias en la memoria a corto plazo, debido posiblemente a la degeneración de 
las neuronas. Todos estos síntomas son más intensos en personas con enfermedades 






1.1.6. Toxinas neurotóxicas no PSP. 
1.1.6.1. Toxinas implicadas en la ciguatera (CFP). 
La ciguatera es una intoxicación que se conoce desde hace siglos, cuyas áreas 
endémicas son las regiones insulares tropicales y subtropicales de los océanos 
Pacífico e Índico y la región del Caribe, si bien se ha detectado en otros lugares. El 
nombre de ciguatera procede del nombre común de la primera especie identificada 
como causante de la intoxicación, el molusco Turbo pica, que recibe el nombre de 
cigua en Cuba [48]. 
Químicamente las ciguatoxinas (CTXs) son compuestos polietéreos, solubles 
en lípidos y consistentes en 13 ó 14 anillos fusionados mediante enlaces éter que 
generan una estructura rígida. Se supone que se originan en los peces debido a la 
biotransformación de sus precursores que son las gambiertoxinas (GbTXs) [87, 88], si 
bien actualmente el término CTXs se utiliza englobando a las GbTXs [187]. Se han 
caracterizado varios compuestos dentro de este grupo: una parte procede del Caribe 
(C-CTXs) y la otra del Pacífico (P-CTXs). 
El organismo productor de estas toxinas es el dinoflagelado Gambierdiscus 
toxicus, quien también produce maitotoxinas. Sólo algunas de sus variedades 
producen CTXs, que se acumulan en el hígado, músculos, piel y huesos de peces 
carnívoros [24]. La diferencia entre las toxinas del Caribe y las del Pacífico se debe 
probablemente a diferentes variedades del dinoflagelado origen, que se circunscribe 
a latitudes entre 32º Norte y 32º Sur [92]. 
Se han detectado muchas especies y familias de peces implicadas en la 
ciguatera, tanto herbívoros como carnívoros, por ejemplo caballas, atunes y 
barracudas. Además existen otros organismos acuáticos que contienen CTXs, como 
los caracoles marinos, las gambas o los cangrejos. En todos los casos las mayores 
concentraciones de toxinas se dan en las vísceras, particularmente el hígado, el bazo 
y el riñón, siendo menores en otros tejidos como los huesos [48]. 
Las CTXs actúan directamente sobre las células excitables, uniéndose a los 
canales de sodio dependientes de voltaje y produciendo su apertura en condiciones 
de reposo. Esto se traduce en una despolarización celular y en la aparición de 
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potenciales de acción espontáneos en células excitables. Concretamente se ha 
postulado que se unen al sitio 5 del canal de sodio, igual que las brevetoxinas [91]. 
En humanos los síntomas clínicos que pueden aparecer se dividen en dos 
tipos: gastrointestinales y neurológicos. Los síntomas gastrointestinales incluyen 
vómitos, diarrea, náuseas y dolor abdominal y ocurren típicamente al comienzo de la 
enfermedad. Los síntomas neurológicos se producen siempre e incluyen hormigueo 
en labios, manos y pies, percepción térmica alterada y una gran picazón de la piel. 
En el 90% de los casos también se observa una profunda fatiga. Pueden aparecer 
dolores musculares y dentales, o trastornos como depresión o ansiedad. Los casos 
severos pueden implicar hipotensión, bradicardia, dificultades respiratorias y 
parálisis, pero las muertes son poco probables [92]. 
Se observa una variación geográfica de los síntomas predominando los 
neurológicos en el Pacífico y los gastrointestinales en el Caribe, lo cual se relaciona 
con las diferentes toxinas existentes en ambos lugares. En el océano Índico se 
observan los síntomas comunes a la ciguatera mezclados con pérdida de 
coordinación y de equilibrio, alucinaciones, depresión y pesadillas, lo cual hace creer 
que en estos lugares existe otra clase de CTXs [92]. 
 
1.1.6.2. Maitotoxinas (MTXs). 
 Las maitotoxinas (MTXs) fueron en un principio consideradas CTXs porque 
son producidas por la misma especie de dinoflagelados y también se acumulan en 
peces; actualmente se clasifican aparte debido a sus diferencias estructurales y 
farmacológicas.  
 Se trata de una familia de toxinas formada por tres compuestos polietéreos 
(MTX1, 2 y 3) [35], de gran peso molecular y altamente polares debido a la presencia 
en su estructura de grupos sulfato e hidroxilo [90, 114], por lo que son solubles en 
agua. 
 Los microorganismos productores de las MTXs son los dinoflagelados 
Gambierdiscus toxicus, de hecho parece ser que las diferentes cepas de estos 
microorganismos producen distintos análogos de este grupo de toxinas [62]. 
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 Estas toxinas se detectan principalmente en el intestino de peces herbívoros y 
probablemente no están implicadas directamente en la ciguatera porque tienen baja 
potencia oral y poca habilidad para acumularse en la carne de los peces [92]. 
 Se trata de compuestos que actúan como potentes activadores de los canales 
de calcio de la membrana plasmática en muchos modelos celulares [32] y se 
encuentran entre los compuestos tóxicos de naturaleza no proteica más potentes 
[157]. 
 En humanos las MTXs se han asociado a los efectos tóxicos de la ciguatera 
causada por peces herbívoros, apareciendo fundamentalmente síntomas 
gastrointestinales sin desórdenes neurológicos [183]. 
 
1.1.6.3. Brevetoxinas (PbTXs). 
Las brevetoxinas (PbTXs) son neurotoxinas cíclicas de naturaleza polietérea. 
Según el sistema de anillos de la zona central de su esqueleto se distinguen las 
brevetoxinas de tipo A (las PbTX1, 7 y 10) y las de tipo B (las PbTX2, 3, 5, 6, 8 y 9), 
siendo las de tipo B las predominantes en la naturaleza [11]. Recientemente se han 
identificado varios análogos nuevos de las PbTXs, algunos de los cuáles son 
artefactos que se generan durante su proceso de purificación, cuya toxicología no ha 
sido estudiada hasta el momento [16]. 
El organismo productor de estas toxinas es el dinoflagelado Karenia brevis. 
Este dinoflagelado es frágil y puede romperse fácilmente debido a la acción de las 
olas liberándose las toxinas, que a su vez son arrastradas en las gotas de agua y, 
dependiendo del viento y de otras condiciones ambientales, llegan a tierra firme en 
forma de aerosoles [123]. 
Los moluscos en los que se han encontrado PbTXs son ostras, almejas, 
berberechos y mejillones [176]. Las intoxicaciones se deben únicamente al consumo 
de estos alimentos, ya que la mayor parte de los peces, pájaros y mamíferos son 
susceptibles a estas toxinas y, por ello, no las pueden acumular. 
Este grupo de toxinas actúa uniéndose al sitio 5 de los canales de sodio 
dependientes de voltaje, produciendo su apertura inapropiada e impidiendo su 
inactivación. Debido a esto existe una gran entrada de sodio al interior celular y se 
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altera el potencial de membrana. Además la activación de los canales de sodio 
provoca la liberación de ciertos neurotransmisores, como la acetilcolina, generándose 
un incremento de la respuesta contráctil del tejido muscular liso y estriado. Este 
incremento produce sintomatología gastrointestinal y falta de coordinación motora 
en intoxicaciones alimentarias y broncoconstricción en procesos inhalatorios [10]. 
Los síntomas tras una exposición oral a estas toxinas incluyen náuseas, 
vómitos, diarrea, percepción alterada de la temperatura, hipotensión, arritmia, falta 
de sensibilidad, hormigueo, parestesias en labios, cara y extremidades, 
broncoconstricción, parálisis y coma. No se han descrito síntomas crónicos ni casos 
mortales en humanos [55]. Se puede producir una exposición dérmica debido a 
baños en aguas contaminadas con la toxina (por rotura de los organismos 
productores), originándose irritación de los ojos y de la mucosa nasal. Además tras 
la inhalación de estas toxinas pueden aparecer problemas respiratorios (tos no 
productiva, broncoconstricción, exudados catarrales copiosos) e irritación de ojos, 
piel y mucosas [8, 23]. 
 
1.1.6.4. Iminas cíclicas. 
 Las iminas cíclicas son un grupo de toxinas muy diversas que contienen un 
grupo funcional imino como parte de su estructura cíclica [105]. En muchas de ellas 
se ha observado que la toxicidad disminuye en gran medida si este grupo imino está 
reducido o es destruido [66, 151]. 
Se considera que el grupo de las iminas cíclicas comprende seis subclases de 
toxinas: gimnodiminas [142], pinnatoxinas [167], prorocentrolidas [67, 163], 
pteriatoxinas [156], espirolidos [64] y spiro-prorocentrimina [95]. Algunos autores 
incluyen en este grupo también a las simbioiminas [73, 74].  
 Estas toxinas son producidas por una gran variedad de microorganismos, 
pero debido a su reciente descripción su toxicidad y efectos farmacológicos todavía 
están siendo estudiados. 
Por el momento no existen evidencias de intoxicaciones humanas producidas 
por las iminas cíclicas pero la toxicidad observada en animales de experimentación 
hace necesario un estudio más profundo de su actividad y distribución [110]. 
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1.1.6.5. Policavernósidos y gambierol. 
 Los policavernósidos son un grupo de moléculas que contienen una 
estructura macrólida que posee cadenas laterales con un grupo funcional conjugado 
dieno o trieno y un residuo fucosil-xilosa O-metilado ó O-acetilado. Existe tres tipos 
de policavernósidos (A, B y C), con diversas toxinas en cada uno de ellos [189, 190], 
que se han aislado a partir del alga roja Gracilaria edulis. Por otra parte, el gambierol 
presenta una estructura polietérea con una cadena lateral que contiene un grupo 
trieno y es una toxina aislada a partir del dinoflagelado Gambierdiscus toxicus [137]. 
 El mecanismo de acción y las dianas celulares de este grupo de toxinas son 
desconocidas hasta el momento, debido principalmente a su reciente descripción. 
Estudios actuales describen un efecto del policavernósido A sobre el potencial de 
membrana y la entrada de calcio en células de neuroblastoma, aunque no aclaran el 
motivo por cual esta toxina modifica la actividad neuronal [20]. El gambierol, por su 
parte, podría afectar a canales de sodio o de potasio dependientes de voltaje [56, 94]. 
 Se han descrito intoxicaciones humanas debidas a los policavernósidos, con 
desenlaces de muerte en algunos casos. Los síntomas previos son gastrointestinales y 
neurológicos, incluyendo diarrea, hipersalivación, lagrimeo, espasmos musculares y 
cianosis [188]. Dado que el gambierol es producido por los mismos dinoflagelados 
que las CTXs, se cree que esta toxina aislada presenta síntomas similares en 
humanos [53], si bien hasta el momento no se han documentado casos. 
 
1.1.7. Palitoxinas (PlTXs). 
 La palitoxina (PlTX) es una de las sustancias no proteicas más tóxicas 
conocida. Se trata de una molécula grande muy compleja con zonas lipofílicas e 
hidrofílicas, que debido a su tamaño y a su complejidad química presenta un gran 
número de isómeros posibles [107]. Entre sus análogos se pueden citar las 
ostreocinas [168], las ovatatoxinas y las mascarenotoxinas [71]. 
 Se ha propuesto que la PlTX y sus análogos son producidas por especies del 
género Ostreopsis, localizadas en principio en zonas tropicales y subtropicales pero 
que en la actualidad se han encontrado en otras regiones como la costa mediterránea 
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[27]. Este grupo de toxinas se ha detectado en múltiples especies de peces, cangrejos 





Figura 4. Estructura propuesta para la PlTX. 
 
 Los estudios relativos al mecanismo de acción de esta toxina parecen indicar 
que ejerce su actividad sobre la bomba Na+/K+ de la membrana plasmática y 
también sobre la bomba H+/K+ [40]. De esta manera produce cambios en la 
permeabilidad de la membrana de la célula y modifica la composición iónica del 
interior celular, provocando una despolarización y su muerte [112]. 
 Los síntomas en humanos de una intoxicación por PlTX incluyen vómitos, 
diarrea, parestesia de las extremidades y daño muscular. En los casos fatales la 
muerte está precedida por afecciones respiratorias y cianosis [111]. Estudios 
recientes describen fiebre y broncoconstricción en individuos expuestos a aerosoles 
marinos en Italia [54], asociados a mareas de Ostreopsis ovata [27]. 
 
1.1.8. Azaspirácidos (AZAs). 
La intoxicación por azaspirácidos (AZAs) se detectó por primera vez en 
Holanda en 1995, después del consumo de mejillones recogidos en Irlanda. Los 
cuadros clínicos recordaban a los de las toxinas diarreicas, pero los bajos niveles de 
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estas toxinas detectados y los síntomas de neurotoxicidad en el bioensayo de ratón 
indicaron que se trataba de otra toxina [100, 101]. 
Los AZAs son un grupo de toxinas caracterizadas por una estructura química 
particular, con un grupo azaspiro con un anillo 2,9-dioxobiciclononano, un residuo 
trioxodispirocetal unido a un anillo tetrahidrofurano y un ácido carboxílico [141]. 
Actualmente se han descrito más de 20 análogos pertenecientes a este grupo, con 





Figura 5. Estructura de algunos AZAs. 
 
En los primeros estudios se detectaron AZAs 1-3 en extractos de células de 
Protoperidinium crassipes, pero las características predatorias de este microorganismo 
y la falta de ensayos directos sugirieron que tan sólo transformaba un precursor 
producido por otro dinoflagelado o ingería las toxinas en su alimentación [70]. 
Recientemente se ha aislado un dinoflagelado productor AZAs, que todavía ha de 
ser descrito taxonómicamente [79]. Se cree que la mayor parte de los análogos de 
AZAs se deben a la biotransformación dentro de los moluscos, pero no existen datos 
suficientes para demostrar esta hipótesis. 
Se han encontrado cantidades elevadas de AZAs en mejillones, ostras, vieiras, 
almejas y berberechos [52] y recientemente se han detectado en crustáceos como los 
cangrejos [162]. La distribución de estas toxinas en el interior de estos organismos no 
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está clara, puesto que existen estudios que los asocian predominantemente a la 
glándula digestiva [61] mientras que otros hablan de su presencia mayoritaria en 
otros tejidos [69]. Esta última hipótesis no resulta extraña ya que la estructura 
molecular de los AZAs, con una parte polar y otra apolar, haría posible su 
movimiento por todo el cuerpo de los moluscos. 
El mecanismo de acción de estas toxinas todavía no se ha determinado. Se ha 
observado un efecto citotóxico del AZA1 en diversas líneas celulares [133, 165, 170, 
175], cuya dosis depende del modelo concreto empleado. También se ha demostrado 
que los distintos análogos tienen un efecto diverso sobre la concentración de Ca2+ 
intracelular [3, 131, 132] y que el AZA1 produce un incremento en el AMPc 
(adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico). Por otro lado, este análogo genera un aumento 
en los niveles nucleares de la forma activa fosforilada de la quinasa c-Jun-N-terminal 
[169] y altera la F-actina del citoesqueleto celular. Además se ha detectado un 
incremento en la transcripción de los genes que codifican enzimas implicados en la 
síntesis de colesterol y ácidos grasos en linfocitos humanos tratados con AZAs [166]. 
A pesar de todos estos datos obtenidos en estudios recientes todavía no se ha 
formulado una teoría que describa cuál es el mecanismo de acción de estas toxinas. 
Los síntomas observados en episodios tóxicos en humanos fueron 
gastrointestinales: náuseas, vómitos, diarrea y calambres en el estómago, similares a 
los de las toxinas diarreicas, sin haberse registrado por el momento casos mortales.  
 
1.1.9. Métodos de detección. 
Se han diseñado muchos métodos para detectar y/o cuantificar las diferentes 
ficotoxinas marinas. Una parte de ellos se utilizan para aislar e identificar los 
diferentes compuestos mientras que otros son útiles para cuantificar su 
concentración en extractos de microalgas y/o de moluscos.  
Existen métodos biológicos, químicos, inmunológicos, instrumentales y 
funcionales, cada uno con sus ventajas e inconvenientes. Uno de los objetivos más 
importantes de estos métodos es determinar si los productos marinos son adecuados 
para el consumo humano o si su contenido tóxico es demasiado elevado, de acuerdo 
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con la legislación aplicable. En general para fines reguladores el método oficial es el 
bioensayo de ratón, con varios inconvenientes como las consideraciones de tipo 
ético, la baja especificidad y la obtención de falsos resultados. Sin embargo, la 
validación de nuevos métodos de detección ha sido difícil debido a diferentes 
problemas, como la continua identificación de nuevos análogos de ficotoxinas con 
estructuras diferentes, la falta de estándares y la presencia en muestras naturales de 
múltiples toxinas que pueden interferir con la tecnología analítica empleada. Debido 
a todo ello aún continúa la búsqueda de nuevos métodos de detección para las 
diferentes toxinas que puedan ser validados y aceptados internacionalmente. 
 
1.1.9.1. Bioensayos. 
El bioensayo de ratón es el método tradicional para detectar la mayor parte 
de las ficotoxinas marinas. Este método consiste en preparar un extracto lipofílico o 
hidrofílico, en función de la naturaleza química de las toxinas que se desee detectar, 
a partir del molusco contaminado o de la muestra de dinoflagelados. Este extracto se 
diluye en el medio apropiado y se inyecta intraperitonealmente en ratones de peso 
aproximado de 20 g. Finalmente se observan los síntomas que aparecen y el tiempo 
que el animal tarda en morir, en función del cual se calcula la toxicidad de la 
muestra comparando este parámetro con los valores obtenidos con estándares de 
toxinas [42]. 
Este ensayo presenta diversos inconvenientes, como la necesidad de 
mantener una colonia de ratones, la variabilidad del resultado en función de la 
especie de ratón, la cantidad de tiempo consumido para llevar a cabo el ensayo y la 
gran cantidad de sacrificios animales que implica. 
La principal ventaja del bioensayo de ratón es que garantiza la seguridad 
alimentaria, puesto que puede detectar nuevas toxinas y análogos, por lo que es el 
método más utilizado para los programas de monitorización y protección de la salud 
de los consumidores. El objetivo actual es buscar métodos químicos o ensayos in 
vitro que sean equivalentes al bioensayo en lo referente a la protección de la salud 
pública y que puedan ser validados internacionalmente. Esto se debe 
fundamentalmente a la directiva 86/609/CEE [39], en la que se establece que el uso 
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de animales en experimentación debe reducirse y, en los casos en los que sean 
imprescindibles, ha de ser optimizado y con poco dolor. 
Además de los bioensayos de ratón existen otros bioensayos que se aplican 
para algunas ficotoxinas en concreto.  
En el caso de las toxinas DSP se pueden utilizar diversos bioensayos que se 
basan en la inducción de diarrea a los animales. En el bioensayo con ratones recién 
nacidos, el extracto de tejidos de molusco se administra intragástricamente a ratones 
de cuatro o cinco días de edad. Después de cuatro horas se mide el grado de 
acumulación de fluidos en el tracto gastrointestinal, si éste es elevado se considera 
que la reacción es positiva [59]. El bioensayo en ratas se basa en la inducción de 
diarrea a estos animales, para lo que se alimentan con una dieta mezclada con tejido 
de molusco y se observa la aparición de sintomatología [42, 173]. También se pueden 
hacer ensayos con el tracto intestinal de conejos o ratas, expresándose los resultados 
como relaciones entre el volumen de fluido acumulado y la longitud del tracto 
intestinal. En todos estos casos se detectaría la presencia de cualquier toxina que 
produjera diarrea [48]. 
Para las PbTXs se puede utilizar un ensayo en peces, concretamente en la 
especie Gambusia affinis, que sirve fundamentalmente para determinar la potencia 
del agua contaminada y de extractos de toxina purificados o crudos [9]. Las CTXs, 
por su parte, se pueden detectar empleando otros bioensayos, por administración 
oral en pollos, águilas, gatos y larvas y por inyección intratorácica en mosquitos [48]. 
 
1.1.9.2. Ensayos inmunológicos. 
Los ensayos inmunológicos se basan en utilizar anticuerpos que reaccionan 
con las ficotoxinas y detectar dicha reacción. 
El primer paso de un ensayo inmunológico consiste en producir los 
anticuerpos necesarios. Para ello las toxinas se administran a los animales de 
experimentación que los van a producir. Éste es un proceso complicado ya que las 
toxinas son moléculas pequeñas y no tienen capacidad antigénica, por lo que deben 
unirse a moléculas más grandes antes de ser administradas. Esta reacción previa 
hace que no todas las toxinas puedan ser utilizadas para producir anticuerpos. 
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Además para realizar todo el proceso es necesario disponer de cada una de las 
toxinas puras y en gran cantidad y conseguir anticuerpos que presenten reactividad 
cruzada frente a toxinas estructuralmente relacionadas para asegurar una buena 
detección. 
Una vez se han obtenido los anticuerpos, la forma de realizar el ensayo con 
las toxinas y de detectar la unión anticuerpo-toxina puede variar. Los más frecuentes 
son los enzimoinmunoensayos (ELISA), en los que se cuantifica la unión anticuerpo-
toxina mediante la reacción de una enzima ligada al anticuerpo con un sustrato 
específico. Esta reacción puede producir un producto coloreado o fluorescente. De 
esta forma se han desarrollado kits para detectar casi todas las toxinas marinas [136]. 
Otra forma de detectar la unión anticuerpo-toxina son los biosensores de afinidad en 
los que se estudia la unión entre ambas especies fijando una de ellas, generalmente la 
toxina, a una superficie resonante [47, 93]. Las principales ventajas de estos métodos 
son su sencillez, sensibilidad, rapidez y capacidad de cuantificación, sin embargo 
algunos anticuerpos no detectan todas las toxinas del mismo grupo. De entre todos 
los ELISA para detectar ficotoxinas destaca el desarrollado para las toxinas ASP. Se 
trata de un método validado internacionalmente y oficial según la AOAC para la 
detección de este grupo de toxinas [75, 76]. También se ha diseñado un ensayo 
ELISA para la cuantificación de YTX y sus análogos [17], utilizando anticuerpos 
policlonales con amplia especificidad por las YTXs. Se trata de una técnica analítica 
muy sensible y adecuada para programas de monitoreo, ya que permite el análisis 
de múltiples muestras en muy poco tiempo [135]. El único inconveniente del método 
es su incapacidad para distinguir entre los distintos análogos de YTX. 
 
1.1.9.3. Ensayos funcionales. 
Los métodos funcionales se basan en la unión de las toxinas y algún 
componente molecular que las reconoce de manera selectiva. Esta interacción se 
puede cuantificar o produce diversos eventos que se pueden medir y con esos datos 
se determina la cantidad de toxina en la muestra [134]. Para desarrollar estos 
métodos es preciso conocer el mecanismo de acción de las toxinas y/o sus dianas 
celulares. Dentro de este grupo de métodos se distinguen los ensayos de 
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citotoxicidad con varias líneas celulares y los ensayos que utilizan las dianas 
celulares de las ficotoxinas aisladas. 
Los ensayos de citotoxicidad son ensayos celulares que permiten detectar e 
incluso a veces cuantificar una respuesta tóxica de células en cultivo expuestas a 
extractos sospechosos de contener ficotoxinas. 
Las preparaciones de células de hipocampo de rata se utilizan para detectar 
la presencia de STX, PbTX y DA, identificándose cada toxina por sus efectos 
electrofisiológicos específicos [72]. También se pueden utilizar células de 
neuroblastoma de ratón para realizar un ensayo con bloqueantes del canal de sodio, 
detectándose la presencia de toxinas que actúan sobre estos canales en función de la 
existencia o no de cambios morfológicos en las células [77]. 
Para las toxinas lipofílicas se pueden utilizar ensayos de citotoxicidad en 
distintas líneas celulares. Si se miden los cambios morfológicos en cultivos primarios 
de hepatocitos de rata se pueden diferenciar por un lado OA y DTX1 y por otro 
PTX1 y YTX; se trata de un proceso lento y laborioso y no funciona muy bien con 
mezclas de toxinas [7]. Ensayos similares se pueden llevar a cabo con células KB (una 
línea celular humana derivada de carcinoma epidérmico), fibroblastos,...  
Para las YTXs existe un ensayo con células HeLa [99], ya que estas toxinas 
inducen la muerte celular y la activación de varias isoformas de caspasas. Las células 
MCF-7 también se pueden emplear para detectar YTX [124], pues esta ficotoxina 
origina en ellas la acumulación de un fragmento de E-caderina, de manera dosis-
dependiente. 
Se han desarrollado ensayos de unión a los receptores de glutamato y 
kainato, en los que el DA de una muestra se cuantifica debido a su competición con 
el ácido kaínico marcado radiactivamente. Esto se ha llevado a cabo en primer lugar 
con sinaptosomas de cerebro de rana [171] y posteriormente con receptores de 
glutamato de cerebro de rata clonados [172]. En este último caso se ha conseguido 
cuantificar el DA en muestras de agua de mar y de tejido de molusco.  
Existen diversos ensayos in vitro útiles para la detección de PbTXs, como el 
ensayo de unión a sinaptosomas de cerebro de rata. Consiste en medir la 
competición por los receptores entre las brevetoxinas marcadas radiactivamente y 
las que existan en la muestra a analizar [125]. También se puede hacer un ensayo con 
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sinaptosomas de cerebro de ratón para detectar CTXs, consiguiendo una mayor 
sensibilidad que con el bioensayo de ratón [86]. 
Entre los ensayos que utilizan las dianas celulares aisladas destacan los que 
se emplean para detectar toxinas DSP y YTXs. 
Para detectar las toxinas DSP se pueden emplear distintos métodos basados 
en la inhibición de las fosfatasas de serina y treonina PP2A. Estos métodos se 
diferencian por el sustrato que emplean para medir la inhibición de las fosfatasas. Se 
pueden utilizar sustratos radioactivos [22], colorimétricos [147] o fluorimétricos 
[174]. El método que más se utiliza es con el sustrato fluorescente, ya que es más 
preciso, más sensible y produce menos falsos positivos [109]. Con este método se 
pueden detectar todas las toxinas del grupo DSP, es sencillo y permite el análisis 
simultáneo de múltiples muestras; por todas estas ventajas está en proceso de 
validación. 
También existen ensayos funcionales basados en la interacción entre las 
fosfodiesterasas y las YTXs. Uno de ellos [2] cuantifica la actividad de las 
fosfodiesterasas sobre un derivado fluorescente del AMPc, observándose que al 
aumentar la concentración de toxina en las muestras se produce un incremento de 
dicha actividad. El otro método [119, 120] se basa en la detección de la unión entre 
las YTXs y las fosfodiesterasas utilizando un biosensor de afinidad, y se puede 
utilizar para cuantificar la toxina presente en una muestra. 
Los ensayos funcionales que utilizan células son sensibles y detectan todas las 
toxinas de cada grupo. Como inconvenientes se pueden citar el tiempo de 
realización, pues se necesita esperar para observar el efecto citotóxico, y la 
variabilidad inherente a la obtención y mantenimiento de cultivos celulares, lo cual 
hace difícil su validación internacional. Frente a ellos los métodos funcionales que 
emplean moléculas aisladas suelen ser casi instantáneos, pero en general son más 
difíciles de desarrollar por la necesidad de obtener el receptor o la molécula a la que 




1.1.9.4. Ensayos físico-químicos. 
Existen distintos métodos físico-químicos que permiten detectar y cuantificar 
toxinas marinas en muestras. En todos los casos se trata de métodos que necesitan 
ser calibrados con estándares puros de cada una de las toxinas que se detecten, por 
ello son costosos de mantener. Por otro lado, se trata de métodos muy sensibles con 
una realización compleja, por lo que requieren personal especializado. 
Estos métodos suelen consistir en una separación de las toxinas y los distintos 
componentes de las muestras utilizando cromatografía, seguida de una detección 
por absorbancia, fluorescencia o espectrometría de masas. La cromatografía puede 
ser de capa fina, para las toxinas DSP o el DA [59, 126], de gases, para el OA [68], de 
alta eficacia, utilizada para la mayor parte de las toxinas, o electrocinética micelar, 
para el OA o las PbTXs [15, 143]. La absorbancia se utiliza para ciertos métodos de 
detección de toxinas DSP [15] y la fluorescencia se emplea tanto para las DSP como 
para las PSP. Sin embargo quizás el sistema de detección más versátil es la 
espectrometría de masas, con el que se han descrito métodos para prácticamente 
todas las ficotoxinas conocidas.  
De todos los métodos físico-químicos existentes sólo hay dos oficiales, 
validados y que representan una alternativa real al bioensayo de ratón: el que 
emplea detección por fluorescencia para las toxinas PSP [84] y el que utiliza la 
detección ultravioleta para las ASP [82, 83]. 
El mayor problema para la validación de estos métodos es la escasez, y en 
algunos la inexistencia, de estándares puros que permitan llevar a cabo los estudios 
intra- e interlaboratorio. El otro problema habitual es la dificultad de diseñar 
procesos de extracción de las ficotoxinas presentes en las muestras que consigan un 
alto porcentaje de recuperación y que no arrastren sustancias que interfieran con la 
tecnología empleada. 
 
1.1.10. Legislación sobre ficotoxinas en la Unión Europea. 
En el Reglamento (CE) 853/2004 [36] se recogen las normas aplicables para la 
comercialización de alimentos de origen animal, estableciéndose las cantidades 
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máximas de biotoxinas marinas permitidas (en el cuerpo entero del molusco vivo o 
en cualquier parte consumible por separado) en los siguientes límites: 
a) 800 µg PSP/kg 
b) 20 mg DA/kg 
c) 160 µg OAeq (OA, DTXs y PTXs)/kg 
d) 1 mg YTXeq/kg 
e) 160 µg AZAeq/kg 
En todos estos límites se considera la ficotoxina representativa de cada grupo, 
por lo que las cantidades de las restantes toxinas legisladas han de convertirse en 
equivalentes (eq) de la ficotoxina representativa, en función de su toxicidad. 
Además el Reglamento (CE) 854/2004 [37] establece que no se pueden 
comercializar productos de la pesca que contengan biotoxinas tales como la CTX u 
otras toxinas peligrosas para la salud humana. 
El Reglamento (CE) 2074/2005 [38] establece las medidas necesarias para la 
aplicación de la legislación anterior, fijando los métodos de análisis aplicables para 
cada una de las ficotoxinas. Así establece el método de análisis biológico para las 
PSP, el método de HPLC para las ASP y el bioensayo en ratón para las toxinas 
lipofílicas. Este reglamento determina así mismo la necesidad de tener en cuenta la 
Directiva 86/609/CEE [39] para todos los métodos biológicos, con la finalidad de 
reducir el sufrimiento de los animales. Por último, recoge la posibilidad de sustituir 
los bioensayos por metodologías analíticas, siempre que éstas garanticen la 
protección de la salud del consumidor y hayan sido previamente validadas a nivel 
internacional. 
En la actualidad existen grupos de expertos de la EFSA (European Food 
Safety Authority) que están estudiando los límites que aparecen en la legislación 
mencionada y los métodos de análisis, con la finalidad de sustituir todos los 
requerimientos que sean insuficientes o innecesarios. A la hora de fijar nuevos 
límites para la comercialización se necesitan más estudios toxicológicos para 
responder a cuestiones sobre la biodisponibilidad o la toxicidad relativa de cada una 
de los análogos pertenecientes a un mismo grupo de toxinas. Recientemente se han 
descrito proteínas que unen ciertas ficotoxinas en los moluscos [116], por lo que su 
biodisponibilidad por vía oral puede verse alterada en función de las condiciones de 
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consumo. Por otra parte, hay toxinas que deberían estar reguladas de manera 
individual, como las PTXs, ya que su inclusión en el grupo de las toxinas DSP no 
está de acuerdo con su mecanismo de acción ni con sus efectos toxicológicos. 
Además muchos de los grupos de toxinas descritos en la presente introducción no 
están regulados porque hasta el momento sólo aparecían en regiones muy concretas 
del planeta. Sin embargo, como ya se ha comentado, esta situación está cambiando, 
por ello es preciso que la legislación regule todas las ficotoxinas peligrosas para la 
salud humana. 
El mayor problema para realizar todos los estudios necesarios y establecer 
nuevas leyes es la necesidad de material certificado. En muchos casos sólo existe a la 
venta el estándar de la toxina de referencia de cada grupo, mientras que en otros 
ninguna de las toxinas está disponible. Por ello es necesario diseñar y optimizar 
procesos de producción que permitan a la comunidad científica disponer de 
estándares certificados de cada uno de los análogos de las diferentes ficotoxinas 
marinas. 
 
1.2. Polarización de la fluorescencia (FP). 
1.2.1. Fluorescencia. 
La luminiscencia se define como la emisión de luz por una sustancia, siempre 
que dicha emisión no se deba a que su temperatura sea elevada. Este proceso se 
produce cuando un electrón regresa al estado electrónico fundamental desde un 
estado electrónico excitado y pierde el exceso de energía como un fotón.  
La luminiscencia se divide formalmente en dos categorías: fluorescencia y 
fosforescencia, según la naturaleza del estado excitado que la origina [148]. La 
fluorescencia se produce desde estados excitados singletes, en los que el electrón del 
estado excitado está apareado, es decir, es de spin contrario al electrón del estado 
fundamental. El retorno al estado fundamental está permitido (en cuanto al spin) y 
ocurre rápidamente mediante la emisión de un fotón (velocidades de emisión de 
fluorescencia típicamente de 108 s-1). La fosforescencia es la emisión de luz desde 
Introducción 
29 
estados excitados tripletes, en los que el electrón del orbital excitado tiene la misma 
orientación del spin que el electrón del estado fundamental, de esta forma la 
transición al estado fundamental está bloqueada y la velocidad de emisión es lenta 
(103 - 1 s-1). Esta diferencia formal entre ambos procesos no siempre se puede aplicar 
de forma clara en la práctica. 
 
1.2.2. FP. 
La teoría de la polarización de la fluorescencia fue descrita por Perrin en 1926 
[122]. Se basa en la observación de que si una molécula fluorescente pequeña se 
excita con luz polarizada en un plano, la luz emitida no va a estar polarizada debido 
a que esa molécula se mueve mucho en solución durante su tiempo de vida en el 
estado excitado. Sin embargo si se trata de una molécula de mayor volumen (por 
ejemplo, si la molécula anterior se une a otra mayor) el movimiento va a ser menor y 
la luz emitida va a estar polarizada en el mismo plano que la luz de excitación. 
En el hipotético caso de que se pudieran tener moléculas inmóviles, de tal 
forma que todos sus dipolos de excitación fueran paralelos en el plano vertical y 
fuesen excitadas con luz polarizada en el plano vertical, la luz emitida también 
estaría totalmente polarizada en el plano vertical (esquema 1a). 
Si por el contrario las moléculas inmóviles estuvieran orientadas al azar (de 
forma que la orientación de sus dipolos de excitación podría ser cualquiera) y fuesen 
excitadas con luz polarizada en el plano vertical, sucederían varias cosas a la vez. Las 
moléculas con sus dipolos en el plano vertical actuarían según lo descrito en el caso 
anterior. Las moléculas con sus dipolos perpendiculares al plano de la luz polarizada 
no absorberían luz y, por tanto, no emitirían luz. Las moléculas con cualquier otra 
orientación absorberían luz en distintos grados, dependiendo de lo cerca o lejos que 
estuviera su orientación del plano vertical. Debido a todo ello la luz emitida no sería 
totalmente polarizada en el plano vertical sino que incluiría componentes en otras 
direcciones (esquema 1b). 
En la realidad las moléculas en general no están inmovilizadas, sino que 

































Esquema 1. Influencia de la orientación y el movimiento de las moléculas fluorescentes 







































dipolo tiene una determinada dirección y a la hora de emitirla dicha orientación ha 
variado (esquema 1c). 
Con la polarización de la fluorescencia lo que se pretende es medir el grado 
de polarización de la luz emitida por la muestra y relacionar esa medida con 
variables que presentan interés, por ejemplo el volumen de las moléculas [181]. 
 
1.2.3. Medida de la FP. 
Para medir la FP la muestra problema se excita con luz verticalmente 
polarizada (esquema 2) y a continuación se mide la intensidad de la luz emitida que 
pasa a través de dos polarizadores, uno orientado paralelamente a la dirección de la 
luz polarizada de excitación (obteniendo así una intensidad que se denomina III) y 
otro orientado perpendicularmente a dicha dirección (obteniendo un valor llamado 
I⊥). 










II    (ecuación 1) 
Dado que el cociente obtenido es un número adimensional, se considera que 
sus unidades son unidades de polarización (P), pudiendo expresarse también como 
unidades de milipolarización (mP), aplicando la conversión: 
 
mPP  10001 =   (ecuación 2) 
  
Las dos condiciones límite de la ecuación 1 son: 
a) La luz emitida está totalmente despolarizada, por lo que los valores de III y de I⊥ 
son iguales y el valor de la polarización es 0. 
b) La luz emitida está totalmente polarizada, por lo que el valor de I⊥ es 0. 
Aplicando la ecuación 1 se obtiene que la polarización tiene un valor de 1. 
 
En la práctica los valores típicos de P oscilan entre 0.01 y 0.3, es decir, entre 10 

















Esquema 2. Medida de la polarización de la fluorescencia. 
 
1.2.4. Ecuación de Perrin. 
La importancia del movimiento de la molécula fluorescente en el valor de la 



























  (ecuación 3) 
  
Donde P0 es la polarización fundamental, P la polarización medida, τ el 
tiempo de vida en el estado excitado y θ el tiempo de correlación rotacional.  
El valor de polarización fundamental es el observado en ausencia de procesos 
que causen despolarización (como el movimiento del cromóforo o la transferencia de 
energía) y depende del ángulo entre el dipolo de excitación y el dipolo de emisión 









P     (ecuación 4) 
El tiempo de correlación rotacional (θ) es el tiempo que le lleva a una 
molécula rotar 68.5º, también se llama tiempo de correlación o tiempo de relajación. 











Vµθ =    (ecuación 5) 
Siendo µ la viscosidad, T la temperatura absoluta, R la constante de los gases 
y V el volumen de la unidad que está sometida a rotación. Si temperatura y 
viscosidad son constantes este valor dependerá del volumen molecular, que se ve 
afectado por alteraciones en el peso de la molécula y también por cambios de 
conformación [81].  
Se puede decir como regla general que la polarización disminuye al aumentar 
la movilidad. Debido a ello los compuestos fluorescentes en estado libre casi no 
tienen polarización porque están rotando rápidamente. Cuando se unen a moléculas 
de pequeño volumen su polarización aumenta algo ya que su movimiento se reduce. 
Si se unen a moléculas de gran volumen su polarización aumenta mucho más debido 
a que su movimiento se reduce en mayor medida. 
 
1.2.5. Factores que afectan al valor de la polarización. 
Existen distintos factores que pueden ocasionar tanto un aumento como una 
disminución del valor de la polarización de una muestra. 
En principio P es adimensional y, por tanto, independiente de la intensidad 
de luz de excitación y de la concentración de la molécula fluorescente. 
Como causas de despolarización se pueden citar los procesos de absorción, la 
diferencia de orientación entre los dipolos de excitación y de emisión de la molécula, 
el movimiento browniano de la molécula, la reabsorción de la luz emitida por una 
segunda molécula (que luego la emite con una orientación distinta), la luz 
dispersada y la transferencia de energía. 
La polarización aumenta al aumentar el volumen y al aumentar la viscosidad, 
mientras que disminuye al aumentar el tiempo de vida en el estado excitado.  
Como ya se ha dicho si el emisor está rotando rápidamente se producirá un 




También hay que considerar la transferencia de energía entre moléculas 
fluorescentes similares, cuya eficiencia depende de la distancia entre aceptor y dador 
y, por tanto, de la concentración. 
La polarización que se observaría si el absorbente estuviera inmóvil y alejado 
de cualquier otra molécula se llama polarización intrínseca, lo que en la práctica se 
consigue si la molécula está en un disolvente de elevada viscosidad a muy baja 
concentración. A viscosidad y concentración elevadas se detecta el efecto de la 
transferencia de energía y a viscosidad y concentración bajas el efecto del 
movimiento molecular. 
La luz dispersada puede proceder tanto de la luz incidente como de los 
fotones emitidos, se puede deber a la turbidez de la muestra y es particularmente 
importante cuando la luz dispersada alcanza el detector y se trata de soluciones 
diluidas en las que la intensidad es baja, por lo que la dispersión procedente de los 
elementos ópticos y de la muestra puede ser significativa. Además los valores de 
anisotropía pueden ser muy bajos debido a la incorrecta alineación o a la ineficacia 
de los polarizadores. 
La disminución de la polarización también se puede deber a la flexibilidad en 
la unión al cromóforo y la molécula (“efecto propeller”, para el caso de la 
fluorescencia indirecta), de manera que se distorsionan las relaciones entre la 
polarización y el volumen. 
 
1.2.6. Equipos de medida. 
Los componentes básicos de todo instrumento de medida de polarización de 
la fluorescencia son [81]: fuente de luz, selector de longitud de onda de excitación, 
polarizador de excitación, cámara para la muestra, polarizador de emisión, selector 
de longitud de onda de emisión, detector, sistemas de salida de datos y, a veces, 




1.2.6.1. Fuentes de luz. 
Existen varios tipos de fuentes de luz. En primer lugar las fuentes lineales, 
que incluyen lámparas espectrales hechas de varios elementos (por ejemplo la 
lámpara de mercurio) que emiten a ciertas longitudes de onda con elevada 
intensidad. La presión del gas en estas lámparas tiene un efecto muy importante en 
la intensidad de la emisión a cada longitud de onda, por lo que se puede variar en 
función de la aplicación para la que se utilice la lámpara. Sin embargo estas fuentes 
tienen problemas ya que sólo se pueden usar en instrumentos de filtros y que la 
emisión que se obtiene de la lámpara a menudo no coincide con la longitud de onda 
de excitación requerida. 
Otro tipo de fuentes de luz son las de emisión continua, que emiten con 
elevada intensidad en un amplio rango de longitudes de onda. En este grupo se 
incluyen la lámpara de xenón y la de tungsteno. Entre ellas se prefiere la de xenón 
debido a su mayor intensidad de emisión y a su amplio rango de longitudes de onda 
de emisión. 
También existe la posibilidad de usar como fuente de luz un láser, que emite 
a una longitud de onda determinada. Con él se consiguen mejoras en los límites de 
detección, aunque también aumenta la luz dispersada y se pueden producir efectos 
locales de calentamiento. 
Además en el caso de medidas dependientes del tiempo se usan otro tipo de 
lámparas que proporcionan pulsos de luz cada cierto número de nanosegundos, que 
no sirven para las medidas en estado estacionario debido a que su señal es débil. 
Existen otros tipos de fuentes de luz que no son lámparas y que se usan en 
fluorescencia, por ejemplo los diodos emisores de luz (LEDs) y los diodos láser, 
ambos con una salida que puede ser moderada y regulada. 
 
1.2.6.2. Selectores de longitud de onda de excitación. 
Para esta finalidad se emplean distintos dispositivos con los que se consigue 
aislar una banda dentro del espectro emitido por la fuente de luz, que será la que 
pase a través de la muestra.  
Introducción 
36 
En primer lugar se distinguen los monocromadores. Constan de una estrecha 
franja de entrada por la que la luz pasa a un área determinada del dispositivo. A 
continuación una serie de espejos conducen la luz a través del sistema, un elemento 
de dispersión la separa en sus diferentes longitudes de onda y una franja de salida 
selecciona la longitud de onda deseada. Lo que se consigue con todo ello es que la 
intensidad de radiación a la salida sea máxima a una longitud de onda determinada 
y llegue a un valor de prácticamente cero si las longitudes de onda son mayores o 
menores (aunque sólo sean algunos nanómetros de diferencia). El elemento de 
dispersión empleado puede ser un prisma o una reja de difracción.  
El dispositivo más simple es el filtro, que consiste en una pieza de cristal 
coloreada o de gelatina coloreada metida entre placas de cristal. Este sistema permite 
el paso de una longitud de onda con un rango determinado. Debido a ello en 
aparatos que sólo emplean filtros la única forma de aportar versatilidad es utilizar 
varios de ellos. 
 
1.2.6.3. Polarizadores de excitación y de emisión. 
Los polarizadores son unos instrumentos que transmiten la luz cuyo vector 
eléctrico está alineado con el eje de polarización y bloquean aquella cuyo vector 
forme un ángulo de 90° con dicho eje. Esto se debe a que están fabricados con 
materiales formados por partículas alargadas, varillas o placas alineadas 
paralelamente unas a otras de forma regular, debido a lo que transmiten un plano de 
luz polarizada y absorben el perpendicular. Además para una adecuada medida de 
la polarización se requiere que los polarizadores estén correctamente colocados en 
las posiciones horizontal y vertical, ya que en caso contrario la relación de 
intensidades que se calcula no sería real. 
 
1.2.6.4. Cámara para la muestra. 
La cámara para la muestra puede estar fabricada con diversos materiales: 
cuarzo, cristal o algunos plásticos (poliestireno, polietileno,…), según cuales sean los 
solventes que se utilicen y las longitudes de onda a las que se mida. A veces los 
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dispositivos empleados permiten fijar la temperatura en un valor concreto o variarla 
de forma determinada a lo largo del tiempo e incluso mantener la muestra en 
movimiento con ayuda de microagitadores. 
 
1.2.6.5. Selectores de longitud de onda de excitación. 
Como selectores de longitud de onda de emisión se utilizan los mismos 
dispositivos que para seleccionar la longitud de onda de excitación. Con ellos se aísla 












Esquema 3. Esquema de los componentes básicos de un equipo de medida de polarización de la fluorescencia. 
 
1.2.6.6. Detectores. 
Su finalidad es convertir la radiación que llega a ellos procedente de la 
muestra en una señal eléctrica que luego pueda ser procesada y sirva para obtener 
resultados. 
El detector más simple es la fotocélula, que es una pieza de metal cubierta 
con un material sensible a la luz. La radiación que llega a este material aporta 
suficiente energía para mover los electrones de la pieza de metal y generar una 
corriente eléctrica. Este sistema tiene ventajas, es barato y robusto, e inconvenientes, 























Otra posibilidad son los fototubos, consistentes en una cubierta de cristal o 
sílice que se lleva casi al vacío, dentro de la cual hay un cátodo y un ánodo. Al entrar 
la luz en el fototubo se va a producir una corriente eléctrica que se hace pasar por un 
amplificador antes de ser leída. Es mucho más sensible que las fotocélulas pero 
requiere una fuente externa, que mantenga la diferencia de voltaje entre los 
electrodos, y un amplificador externo. 
El dispositivo más utilizado en la actualidad son los fotomultiplicadores 
(PMTs), que se parecen a los fototubos pero son mucho más sensibles y permiten 
amplios rangos de longitudes de onda. La base física es la misma que la de los 
fototubos, pero tienen una gran amplificación interna de la señal generada. La luz 
que pasa a través de la cubierta de sílice del fotomultiplicador choca con un 
electrodo llamado fotocátodo que emite electrones. Éstos son atraídos a un segundo 
electrodo (el primer dinodo) que es mantenido a un voltaje más alto que el cátodo. 
Cada electrón que alcanza el primer dinodo provoca la emisión de dos o más 
electrones que llegan al segundo dinodo que está a un potencial todavía más alto. 
Este proceso sigue a lo largo de la cadena de dinodos de manera que al final (con 
nueve o más dinodos) se obtendrán millones de electrones a partir de un único fotón 
que llegue a la cubierta. 
Además actualmente está aumentando el uso de CCDs (charge-coupled 
devices) en fluorescencia. Se trata de detectores de imagen de gran sensibilidad que 
contienen aproximadamente 500000 pixels, cada uno de los cuales actúa como un 
detector que acumula carga en función de la exposición total a la luz, que sirve para 
obtener una imagen en dos dimensiones. Estos sistemas se usan ampliamente en 
microscopia de fluorescencia y se espera que en el futuro se extienda cada vez más a 
la espectroscopia de fluorescencia.  
 
1.2.6.7. Sistemas de salida y ordenadores. 
Sirven para convertir las señales analógicas que salen del detector en datos 
que pueden ser usados para comparar ensayos. Incluyen tanto circuitos electrónicos 
que convierten los datos como unidades para hacerlos visibles. Muchas veces se 
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utilizan ordenadores que, además de hacer visibles los datos, los almacenan y 
facilitan su uso y tratamiento. 
 
1.2.7. Moléculas fluorescentes. 
Existe una gran cantidad de compuestos fluorescentes, cada uno con sus 
correspondientes propiedades y adecuados, por ello, para algunas de las técnicas 
utilizadas en fluorescencia (por ejemplo para medir cambios en el pH se utiliza una 
molécula sensible a cambios en la concentración de protones). 
Estos compuestos se pueden dividir en dos grupos: intrínsecos y extrínsecos, 
siendo los intrínsecos los que existen de forma natural y los extrínsecos los añadidos 
a cualquier muestra que no tiene las características fluorescentes deseadas. 
En el caso de las proteínas existen tres aminoácidos que aportan fluorescencia 
intrínseca: triptófano, tirosina y fenilalanina. En la práctica la molécula más 
estudiada es la del triptófano, ya que el rendimiento cuántico de la fenilalanina es 
demasiado bajo y la fluorescencia de la tirosina suele ser demasiado débil debido a la 
extinción. El estudio de la fluorescencia del triptófano resulta adecuado para conocer 
las variaciones en la conformación espacial de las proteínas, ya que ambas 
características dependen en gran medida de las condiciones del medio. 
Muchos de los cofactores de las enzimas son fluorescentes, como el 
nicotinamida adenina dinucleótido en su forma reducida (NADH), el flavina 
mononucleótido y el flavina adenina dinucleótido en sus formas oxidadas (FMN y 
FAD respectivamente) y el fosfato de piridoxal. 
La fluorescencia extrínseca se debe a compuestos fluorescentes introducidos 
por enlace químico o por simple acoplamiento. El compuesto fluorescente debe estar 
fuertemente enlazado en un solo lugar de la molécula, su fluorescencia debe ser 
sensible a las condiciones ambientales y no debe afectar a las características de las 
macromoléculas que se están estudiando. Algunos de los compuestos fluorescentes 
que se utilizan son el cloruro de dansilo, la rodamina, la fluoresceína, los 
isotiocianatos de rodamina y fluoresceína, varias acridinas (proflavina, acriflavina, 
naranja de acridina) y el bromuro de etidio, siendo los dos últimos muy empleados 
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con los ácidos nucleicos y los restantes más utilizados con las proteínas. Todas las 
moléculas descritas hasta ahora son moléculas orgánicas, pero también cabe citar 
otros dos tipos de moléculas fluorescentes interesantes para ciertos ensayos: los 
quelatos de lantánidos (en general de europio, terbio, disprosio y samario) y los 
complejos de ligando y metales de transición (típicamente complejos de rutenio, 
renio u osmio). 
Para realizar medidas de FP se puede usar cualquier molécula fluorescente, 
salvo ciertas excepciones como los quelatos de lantánidos. 
 
1.2.8. Modos de medida de FP. 
Hay dos formatos posibles para la medida de la polarización de la 
fluorescencia: el L y el T [180]. En el formato L hay un canal de excitación y un canal 
de emisión. Debido a ello para obtener la polarización hay que poner en el canal de 
emisión dos polarizadores distintos y medir III e I⊥ de forma sucesiva. Se necesita el 
uso de un factor de corrección para tener en cuenta la polarización parcial que puede 
ocurrir en el selector de longitud de onda y la dependencia de su eficacia de 
transmisión con el ángulo del polarizador. En el formato T hay un canal de 
excitación y dos canales de emisión, uno para el componente vertical y otro para el 
horizontal. En este caso se necesita un factor de corrección para tener en cuenta las 
distintas sensibilidades y situaciones de los polarizadores de los dos canales de 
emisión.  
 
1.2.9. Ventajas y limitaciones de la FP. 
Una de las ventajas más importantes de esta técnica es la facilidad a la hora 
de preparar ensayos. Para ello sólo hay que contar con un compuesto fluorescente, 
ya sea natural o debido a la unión de un compuesto extrínseco a otra molécula, que 
no necesita estar en un soporte sólido sino que puede permanecer en solución, 
permitiendo análisis en rangos tan reducidos como el picomolar. Por otro lado, no es 
preciso separar los componentes por lavado previamente a la medida, lo cual es 
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importante porque además del tiempo requerido para ello, la reacción puede ser 
modificada durante dicho proceso. 
Una vez que se hace una medida de polarización la muestra no queda 
alterada, sino que puede ser tratada con algún agente y analizada de nuevo. Se trata 
siempre de medidas en “tiempo real”, prácticamente automáticas, por lo que 
permiten la realización de ensayos cinéticos, además de los estudios de equilibrio. 
Esta técnica también presenta muchas ventajas en el área de instrumentación, 
siendo relativamente insensible a cambios instrumentales como ganancias, cambios 
de lámparas,... Además con los nuevos equipos es posible llevar a cabo tratamientos 
de elevada cantidad de muestras a la vez (en placas con múltiples pocillos: 96, 384, 
1536,…) y que el ensayo sea mecanizable. 
Los ensayos de polarización se aplican principalmente al estudio de las 
interacciones moleculares y dan una medida de la relación entre el trazador libre y el 
trazador unido, por ejemplo: ensayos con receptores y ligandos, interacciones 
proteína-péptido, proteína-ADN, inmunoensayos competitivos,... También se usan 
para obtener información sobre el tamaño, la forma y la orientación de moléculas 
(principalmente proteínas), la rigidez de los medios moleculares (concretamente es 
muy importante el estudio de la movilidad de los lípidos de la membrana), la 
desnaturalización de proteínas,… 
Sin embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones. Hay que tener 
cuidado, en primer lugar, con movimientos locales en la unión del ligando a la 
molécula que pueden interferir con las medidas realizadas y ser interpretados 
erróneamente, ya que induciría a pensar que el ligando no se ha unido y, por ello, 
sigue rotando rápidamente. 
También hay que adecuar la molécula fluorescente seleccionada al cambio 
que se desea observar en el volumen molecular, ya que el valor de la polarización 
aumenta al aumentar el volumen, pero a continuación alcanza un nivel constante 
que depende de las características del fluoróforo. Además hay que considerar que a 
veces se necesitan grandes cambios en el volumen para obtener un cambio 
significativo en el valor de la polarización. 
Si bien todas las relaciones entre polarización y volumen molecular se 
traducen en relaciones entre polarización y masa molecular, éstas no siempre son 
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aplicables pues a veces al aumentar la masa no aumenta el volumen, ya que se 
producen cambios conformacionales. 
 
1.3. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). 
1.3.1. Cromatografía. 
La cromatografía es una técnica analítica de separación en la que una muestra 
compleja se desplaza en una fase móvil, que puede ser un gas, un líquido o un fluido 
supercrítico, a través de una fase estacionaria, fijada a una columna o a una 
superficie sólida. Es esencial escoger ambas fases de tal modo que los componentes 
de la muestra se distribuyan de distinto modo entre ellas. Las moléculas fuertemente 
retenidas por la fase estacionaria se moverán lentamente con el flujo de la fase móvil, 
mientras que las que se unen débilmente a la fase estacionaria serán arrastradas con 
rapidez por la fase móvil. Debido a esta distinta movilidad los componentes de una 
muestra se van a separar en bandas o zonas discretas que podrán ser analizadas 
cualitativa o cuantitativamente. 
Existen varios métodos cromatográficos que se pueden clasificar de distintas 
formas. Una clasificación se basa en la forma de contacto entre la fase estacionaria y 
la fase móvil, distinguiéndose la cromatografía en columna y la cromatografía en 
plano. En la primera de ellas un tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través 
de la cual se hace pasar la fase móvil ejerciendo una presión, mientras que en la 
segunda la fase estacionaria se fija sobre una placa plana o un papel y la fase móvil 
se desplaza por capilaridad o por gravedad. La otra clasificación más frecuente se 
basa en el tipo de fase móvil y de fase estacionaria, que determinan los equilibrios de 
los solutos entre ambas fases, distinguiéndose la cromatografía de líquidos, la de 
gases y la de fluidos supercríticos [148]. 
El resultado obtenido con cualquier técnica cromatográfica es un gráfico que 
recibe el nombre de cromatograma. En él se representa una señal dependiente de las 
moléculas presentes en la muestra frente al tiempo transcurrido desde que se haya 
añadido la fase móvil. Este cromatograma presenta picos u oscilaciones con los que 
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es posible realizar análisis cualitativos y cuantitativos. Los primeros se basan en la 
posición de los picos en el eje del tiempo, identificando los distintos componentes de 
la muestra, mientras que los segundos se basan en el área bajo los picos, 
determinando la cantidad presente de cada componente. En ambos casos es esencial 
determinar el tiempo de retención de cada molécula, que se define como el tiempo 
transcurrido desde que la muestra se inyecta en el sistema cromatográfico hasta que 
el pico de analito alcanza el detector. 
 
1.3.2. HPLC. 
La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) es la técnica analítica de 
separación más ampliamente utilizada en la actualidad debido a su sensibilidad, a su 
adecuación para realizar determinaciones cuantitativas exactas y a su gran 
aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias (aminoácidos, proteínas, ácidos 
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, fármacos, plaguicidas, antibióticos, especies 
organometálicos y sustancias inorgánicas). 
En principio se utilizó una alta presión para incrementar la velocidad lineal y 
reducir la difusión de los compuestos en el interior de las columnas empaquetadas, 
mejorando así la resolución de la cromatografía. Se emplearon para ello bombas 
capaces de generar hasta 500 psi, y la técnica de cromatografía líquida recibió el 
nombre de high-pressure liquid chromatography (cromatografía líquida de alta 
presión). En la década de los 70 la tecnología empleada experimentó grandes 
avances, con bombas capaces de generar hasta 6000 psi, mejores inyectores y 
detectores y columnas con partículas más pequeñas, en ese momento se mantuvo el 
acrónimo de HPLC pero el nombre pasó a ser high-performance liquid 
chromatography (cromatografía líquida de alta eficacia). En la actualidad para 
incrementar la resolución, la velocidad y la sensibilidad en la cromatografía líquida 
se han introducido columnas con partículas más pequeñas e instrumentos adecuados 
para bombear la fase móvil a presiones del orden de 15000 psi, o incluso 100000 psi, 
recibiendo esta tecnología el nombre de UPLC, ultra-performance liquid 




1.3.3. Componentes de un sistema de HPLC. 
1.3.3.1. Sistemas de bombeo. 
Un sistema de bombeo de HPLC debe ser capaz de generar elevadas 
presiones, producir un flujo libre de pulsaciones, conseguir un amplio intervalo de 
caudales con elevada reproducibilidad y estar dotado de componentes resistentes a 
la corrosión.  
Las bombas empleadas pueden ser de distintos tipos, siendo las más 
comunes las recíprocas, las de desplazamiento y las neumáticas [148]. 
Las bombas recíprocas consisten en una cámara en la que el disolvente es 
impelido por el movimiento de vaivén de un pistón accionado por un motor de 
arrastre. El flujo de disolvente hacia dentro y hacia fuera del sistema es controlado 
por dos válvulas de cierre de bola, que se abren y se cierran alternativamente. Con 
este diseño el disolvente estaría en contacto directo con el pistón. Otra posibilidad es 
comunicar al disolvente la presión a través de un diafragma flexible, que se bombea 
a su vez hidráulicamente por un pistón de vaivén. Una desventaja de las bombas 
recíprocas sería el flujo pulsado que producen; este problema se puede solucionar 
utilizando bombas con dos pistones que al trabajar alternativamente consiguen un 
flujo constante. Las ventajas de las bombas recíprocas son múltiples: su pequeño 
volumen interno, sus altas presiones de salida, su fácil adaptación a los gradientes y 
sus caudales constantes, prácticamente independientes de la columna y de la 
viscosidad del disolvente. 
Las bombas de desplazamiento consisten en grandes cámaras similares a 
jeringas, dotadas de un émbolo que se activa por un mecanismo de tornillo 
accionado mediante un motor paso a paso. El flujo así generado está libre de 
pulsaciones y es independiente de la viscosidad del disolvente y de la columna. Sus 
desventajas son la limitada capacidad de disolvente y la dificultad de cambio entre 
disolventes.  
Las bombas neumáticas más sencillas constan de un recipiente plegable para 
la fase móvil, que se presuriza mediante gas comprimido. Se trata de bombas baratas 
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y libres de impulsos, pero con capacidad limitada y presión de salida fija. Además el 
caudal depende de la viscosidad del disolvente y de la presión en la columna y no se 
pueden utilizar para obtener gradientes. 
Para que los sistemas de bombeo funcionen correctamente es esencial que las 
fases móviles no contengan gases disueltos ni partículas en suspensión. Para ello se 
suelen utilizar desgasificadores, que pueden consistir en sistemas de bombeo por 
vacío, sistemas de destilación, dispositivos para agitar los disolventes o sistemas de 
purga que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de la solución mediante 
burbujas finas de un gas inerte de baja solubilidad. A veces los equipos de HPLC 
también contienen dispositivos para la filtración del polvo y de las partículas sólidas 
en suspensión de los disolventes. Desgasificadores y filtros no siempre forman parte 
del sistema de HPLC; ya que los disolventes pueden filtrarse y los gases disueltos 
pueden eliminarse, por ejemplo utilizando ultrasonidos, antes de ser introducidos en 
el sistema de HPLC. 
 
1.3.3.2. Sistemas de inyección de la muestra. 
Los sistemas de inyección hacen posible la introducción de la muestra sin 
despresurizar el sistema y sin sobrecargar la columna. Habitualmente la muestra se 
suele introducir mediante bucles de muestra, dispositivos integrados en el equipo e 
intercambiables que permiten variar el volumen de muestra inyectado. Por otro 
lado, la mayor parte de los sistemas de HPLC utilizan inyectores automáticos, si bien 
suele ser también posible la introducción de la muestra de manera manual. Los 
sistemas de inyección son un componente fundamental del HPLC, ya que un factor 
limitante en la precisión de una separación cromatográfica es la reproducibilidad con 
la que se pueda introducir la muestra en la columna. 
 
1.3.3.3. Detectores. 
Un detector es un instrumento con la capacidad de percibir la presencia de 
un compuesto y enviar la señal eléctrica correspondiente a un ordenador de registro. 
Las características ideales de un detector son múltiples, se pueden citar la alta 
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sensibilidad, la respuesta lineal para los diferentes analitos, la reproducibilidad y el 
tiempo de respuesta corto. Además resulta interesante que el detector presente una 
respuesta semejante para todos los analitos, o alternativamente una respuesta 
selectiva y altamente predecible para una o más clases de analitos. 
Según las características y concentraciones de los compuestos implicados en 
la separación cromatográfica se puede escoger el detector más adecuado para cada 
aplicación. De manera general se distinguen dos tipos básicos de detectores. El 
primero de ellos engloba los que están basados en la medida de una propiedad de la 
disolución, que se verá afectada por la presencia en la misma de las moléculas que se 
van a separar, destacando los detectores que miden el índice de refracción, la 
constante dieléctrica y la densidad. El segundo tipo está formado por aquellos que 
miden una propiedad de los compuestos que se desean separar, destacando los de 
absorbancia, los de fluorescencia y los de espectrometría de masas. 
Una práctica común en HPLC es el uso de dos detectores, colocados en serie 
o en paralelo en función de las características de la muestra, fundamentalmente de la 
concentración de las moléculas de interés. 
 
1.3.3.4. Columnas. 
Las columnas son un elemento esencial para que transcurra la separación 
cromatográfica. La fase estacionaria está contenida en un tubo con terminaciones, 
aislada por ambos lados, que debe ser capaz de contener la presión generada en su 
interior tanto durante su fabricación como durante su uso. Las columnas deben 
proporcionar un camino controlado y adecuado para la entrada y la salida de la 
muestra, sin fugas, con el mínimo volumen posible y sin volúmenes muertos. 
Además deben ser químicamente inertes respecto al sistema de separación (muestra, 
fase móvil y fase estacionaria).  
La mayor parte de las columnas están construidas en acero inoxidable para 
conseguir la mayor resistencia posible a la presión. El PEEK (un plástico de última 
generación) y el cristal, aunque son menos resistentes a la presión, pueden usarse 
cuando se requieren superficies inertes para aplicaciones especiales de tipo químico 
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o biológico. La columna de cristal ofrece la ventaja de poder detectar visualmente la 
separación que tiene lugar en su interior. 
Las dimensiones de una columna se deben escoger en función de la escala de 
separación cromatográfica que se va a realizar, analítica o preparativa. En las 
separaciones analíticas se utilizan columnas con pequeño diámetro interno, con la 
única finalidad de cuantificar e identificar los componentes presentes en una mezcla. 
Sin embargo, en la cromatografía preparativa se emplean columnas con diámetros 
internos mayores, para purificar y colectar compuestos puros a partir de una mezcla 
compleja, usando para ello un colector de fracciones situado a continuación del 
detector. Por otro lado, la longitud de la columna suele estar determinada por el 
grado de separación entre componentes que se desee obtener. 
Otro parámetro que diferencia las columnas cromatográficas entre sí es su 
relleno [115]. Existen dos tipos básicos de relleno: pelicular y de partícula porosa. El 
primero consiste en bolas de vidrio o de polímero, no porosas y esféricas, con 
diámetro de 30 a 40 micras. En su superficie de deposita una capa delgada y porosa, 
que suele ser de sílice, de alúmina, de una resina sintética de poliestireno-
divinilbenceno o de una resina de intercambio iónico. El recubrimiento también 
puede ser una fase estacionaria líquida que se mantiene fija por adsorción, una capa 
superficial orgánica,... Los rellenos de partícula porosa están formados por 
micropartículas porosas de pequeño diámetro y con la menor dispersión posible. Las 
partículas en este caso también son de sílice, alúmina, resina sintética de 
poliestireno-divinilbenceno o resinas de intercambio iónico. Las partículas de sílice 
se preparan aglomerando partículas de sílice de tamaños inferiores en unas 
condiciones tales que se forman partículas mayores de diámetros muy uniformes. 
Las partículas resultantes a menudo se recubren con partículas orgánicas unidas 
física o químicamente a la superficie. 
La resolución cromatográfica es el grado de separación conseguido para dos 
componentes de una mezcla. Hay dos factores principales que determinan el poder 
de separación o resolución que se puede alcanzar en una columna de HPLC: el poder 
de separación mecánico, debido a la longitud de la columna, el tamaño de partícula 
y la uniformidad del empaquetamiento, y el poder de separación químico, debido a 
la competición físico-química de los compuestos de la muestra entre la fase 
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estacionaria y la fase móvil. La eficiencia mide el poder de separación mecánico y la 
selectividad mide el poder de separación químico [182].  
El poder de separación mecánico en una columna estable y uniformemente 
empaquetada está determinado por su longitud y su tamaño de partícula y a 
menudo se mide y se compara por el número de platos (N). Los tamaños de 
partícula más pequeños producen mayor eficiencia y mayor presión. Si se mantiene 
constante el tamaño de partícula se conseguirá mayor separación mecánica cuanto 
mayor sea la longitud de la columna. Las desventajas correspondientes son mayores 
tiempos de pinchazo, mayor consumo de disolventes y mayor presión. 
El poder de separación químico vendrá determinado por la combinación de 
fase móvil y fase estacionaria. Para conseguir una buena separación entre analitos lo 
mejor es optimizar esta variable y escoger el modo de cromatografía o mecanismo de 
retención adecuado. 
A menudo para aumentar la vida útil de una columna se utiliza una 
precolumna colocada delante de la columna, que sirve para eliminar la materia en 
suspensión y los componentes de la muestra que se unen de forma irreversible a la 
fase estacionaria. La composición del relleno de precolumna y columna ha de ser 
similar, mientras que el tamaño de partícula puede ser mayor en la precolumna. 
Un sistema de HPLC consta en ciertos casos de un horno para mantener la 
columna a la temperatura requerida para que tenga lugar la separación 
cromatográfica. Estos hornos pueden ser capaces de controlar la temperatura en 
décimas de grado, desde temperatura ambiente hasta 100 ó 150ºC. 
 
1.3.4. Modos de separación en HPLC. 
Hay tres características principales que se pueden usar para conseguir una 
separación de HPLC: la polaridad, la carga eléctrica y el tamaño molecular [182]. 
 
1.3.4.1. Separaciones basadas en la polaridad. 
En este tipo de separaciones el grado de retención de una molécula concreta 
estará determinado por los grupos funcionales principales que contenga y por su 
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disposición espacial, en función de lo cual habrá moléculas altamente polares y 
altamente apolares. La regla básica que rige estas separaciones es que moléculas con 
polaridad cromatográfica similar tienden a atraerse, por ello habría que seleccionar 
una fase móvil y una fase estacionaria de diferentes polaridades. Los disolventes que 
forman parte generalmente de las fases móviles se pueden clasificar en series 
eluotrópicas, en función de su polaridad cromatográfica relativa, yendo desde el más 
polar, el agua, al menos polar, el hexano, pasando por metanol, acetonitrilo y 
tetrahidrofurano. Se podría hacer una clasificación similar para las fases 
estacionarias. La sílica tiene una superficie hidrofílica que contiene grupos 
funcionales silanol. La polaridad de dicha superficie puede ser modificada 
selectivamente uniéndole químicamente grupos funcionales no polares: de 
cianopropilsilil- (CN), n-octilsilil- (C8) y n-octadecilsilil- (C18, ODS). 
Existen distintos tipos de separaciones basadas en la polaridad, entre ellas la 
cromatografía en fase normal y en fase reversa, la cromatografía de interacción 
hidrofílica (HILIC, hydrophilic-interaction chromatography) y la cromatografía de 
interacción hidrofóbica (HIC, hydrophobic-interaction chromatography). 
En la cromatografía en fase normal la fase estacionaria es polar y la fase móvil 
es no polar. Un ejemplo sería el uso de la sílica como fase estacionaria y del hexano 
como fase móvil. De esta manera los compuestos no polares salen antes de la 
columna, mientras que los polares quedan retenidos. 
En la cromatografía en fase reversa se usa una fase estacionaria no polar, 
como la C18, y una fase móvil polar, como una disolución acuosa. De esta forma los 
compuestos no polares quedarán retenidos en la columna, mientras que los polares 
saldrán rápidamente. Este tipo de cromatografía es el más utilizado hoy en día, 
debido a su mayor reproducibilidad y a sus amplias aplicaciones. 
La cromatografía de interacción hidrofílica es una variante de la 
cromatografía en fase normal. En esta última la fase móvil es totalmente orgánica, 
con trazas de agua en ella y en los poros de las partículas de fase estacionaria 
polares. Debido a esto los analitos polares se unen fuertemente a la fase estacionaria 
polar y pueden no ser eluidos. Si se añade un pequeño porcentaje de agua (igual o 
menor al 20%) a la fase orgánica polar se pueden separar y eluir compuestos polares 
que serían fuertemente retenidos en la cromatografía en fase normal (y débilmente 
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retenidos en la cromatografía en fase reversa). El agua presente, al ser un compuesto 
muy polar, compite con los analitos polares por la fase estacionaria y éstos se eluirán 
en función de su hidrofilicidad. 
La cromatografía de interacción hidrofóbica es un tipo de cromatografía en 
fase reversa adecuado para separar biomoléculas de gran tamaño, como las 
proteínas, que no pueden desnaturalizarse por lo que no deben entrar en contacto 
con solventes orgánicos. Se trata de grandes moléculas que presentan interacción 
hidrofóbica con fases estacionarias moderadamente hidrofóbicas, como la C4. 
Inicialmente se utilizan grandes concentraciones de sales en agua que originan que 
las proteínas sean retenidas en el empaquetamiento. Con un gradiente decreciente en 
la concentración de sal se consigue una elución de las biomoléculas en función de su 
hidrofobicidad. 
 
1.3.4.2. Separaciones basadas en la carga eléctrica. 
En este tipo de separaciones la regla básica aplicable es la de que las 
moléculas con carga eléctrica de igual signo se repelen mientras que las moléculas 
con carga eléctrica de distinto signo se atraen entre sí. Las fases estacionarias 
empleadas se caracterizan por el tipo de grupos funcionales ácidos o básicos de sus 
superficies y por los tipos de iones que pueden atraer y retener. El intercambio 
catiónico se utiliza para retener y separar iones cargados positivamente en una 
superficie negativa. Por el contrario, el intercambio aniónico se usa para retener y 
separar iones cargados negativamente en una superficie positiva. 
 
1.3.4.3. Separaciones basadas en el tamaño molecular. 
En este tipo de separaciones se emplean fases estacionarias sintetizadas con 
una distribución de poros en un rango amplio, que permite a los analitos entrar o ser 
excluidos del volumen de poro del empaquetamiento. Debido a esta distribución las 
moléculas más pequeñas penetran en un mayor número de poros mientras que las 
más grandes sólo pasan entre las partículas, siendo eluidas con rapidez. Las fases 
móviles se eligen en función de su idoneidad para disolver los analitos de interés y 
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de su capacidad para prevenir cualquier tipo de interacción, debido a la polaridad o 
a la carga, entre dichos analitos y las fases estacionarias. 
 
1.3.5. Modos de elución en HPLC. 
En HPLC existen dos modos básicos de elución: isocrático y gradiente. En el 
primero de ellos la composición de la fase móvil, que puede ser un disolvente puro o 
una mezcla, permanece constante a lo largo de cada pinchazo. Sin embargo, en el 
modo gradiente la composición de la fase móvil cambia durante la separación, de 
manera continua o escalonadamente. El modo gradiente se suele utilizar para 
muestras que contienen compuestos con un amplio rango de polaridad 
cromatográfica, aumentando de manera significativa la eficacia de separación. En 
este caso la fuerza de elución de la fase móvil se incrementa a medida que la 
separación tiene lugar, con la finalidad de conseguir que los componentes de la 
muestra más fuertemente retenidos sean eluidos. El mezclador de las fases móviles 
puede estar situado después de las bombas, con lo que el gradiente se crea en alta 
presión, o antes de una sola bomba común, con lo que el gradiente se crea en baja 
presión y una válvula de mezcla selecciona la proporción de cada uno de los 
disolventes empleados. 
 
1.4. Espectrometría de masas. 
1.4.1. Espectrometría de masas. 
La espectrometría de masas es una técnica analítica que sirve tanto para 
proporcionar información sobre la estructura de una determinada molécula como 
para conocer la composición cualitativa y cuantitativa de una mezcla compleja de 
moléculas. Esta técnica fue descrita en los años cuarenta para el análisis cuantitativo 
de mezclas de hidrocarburos producidas por fraccionamientos catalíticos en la 
industria del petróleo, presentando en la actualidad innumerables aplicaciones en 
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múltiples campos. Una de las más importantes es la identificación de compuestos 
puros, con la obtención de su peso y su fórmula moleculares. 
De forma resumida y simple un espectrómetro de masas se puede describir 
como un equipo en el que se bombardean las moléculas de una mezcla con un haz 
de electrones, produciéndose la pérdida de un electrón por parte de ellas y 
formándose un ión molecular, que es detectado por el equipo de análisis. Empleando 
determinadas condiciones el ión molecular se fragmenta para dar lugar a iones de 
masas más bajas, que pueden llegar incluso a presentar más intensidad que el ión 
molecular [148]. Los espectros de masas se originan al representar la intensidad de 
los iones que se detectan frente a su relación masa/carga, m/z. En un espectrómetro 
de masas se puede realizar un barrido por todos los iones generados por la muestra 
que se introduce en el equipo (mass scan), o bien monitorizar uno o más iones de 
interés (SIR, single ion recording). 
 
1.4.2. Componentes de un espectrómetro de masas. 
Existen diversos tipos de espectrómetros de masas, pero todos constan de los 
siguientes componentes principales: sistema de entrada de la muestra, fuente de 
iones, analizador de masas y detector. En la mayor parte de los equipos comerciales 
el sistema de entrada de la muestra y la fuente de iones están combinados, formando 
un único componente [4].  
Una característica común a todos los espectrómetros de masas es la presencia 
de un sistema de vacío adecuado que logre mantener la presión en valores bajos (de 
10-8 a 10-4 torr), ya que las partículas cargadas interaccionan con los componentes de 
la atmósfera y son destruidas. 
 
1.4.2.1. Sistemas de entrada de la muestra. 
Los sistemas de entrada sirven para introducir una pequeña cantidad de 
muestra en el espectrómetro con una mínima pérdida de vacío y disponen en 
general de algún sistema para volatilizar las muestras sólidas y líquidas. 
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En la espectrometría de masas tradicional existen dos tipos principales de 
sistemas, los indirectos y los de entrada por sonda directa. En los sistemas indirectos 
de entrada la muestra se volatiliza externamente y se introduce en la zona de 
ionización que está a baja presión a través de un diafragma de metal o de vidrio que 
contiene uno o varios orificios pequeños. En los sistemas de entrada por sonda 
directa la muestra se pone en la superficie de un vidrio o en un tubo capilar de 
aluminio o un alambre fino. La muestra se calienta o se enfría en la sonda y se coloca 
a pocos milímetros de la fuente de ionización. La baja presión en el área de 
ionización y la proximidad de la muestra a la fuente de ionización hace posible 
obtener espectros de compuestos térmicamente inestables antes de que se 
descompongan. 
Actualmente los sistemas de entrada más habituales son más complejos, 
diseñados para hacer posible el acoplamiento de las columnas cromatográficas o de 
electroforesis capilar al espectrómetro de masas.  
 
1.4.2.2. Fuentes de iones. 
Las fuentes de iones se utilizan para transformar los componentes de una 
muestra en iones y se pueden clasificar de diversos modos. El más utilizado las 
divide en fuentes de fase gaseosa y fuentes de desorción. En las primeras se 
volatiliza primero la muestra y luego se ioniza. En el segundo tipo, sin embargo, la 
muestra sólida o líquida se transforma directamente en iones gaseosos. Las fuentes 
de fase gaseosa sólo se pueden aplicar a compuestos térmicamente estables, por lo 
que en la práctica sólo se pueden usar con compuestos de peso molecular menor de 
aproximadamente 100 daltons. Dentro de ellas están las fuentes de impacto de 
electrones, las de ionización química y las de ionización por campo. Las fuentes de 
desorción son aplicables a compuestos de mayor peso molecular e incluyen las 
fuentes de desorción por campo, las de ionización por electronebulización, las de 
desorción/ionización asistida por una matriz, las de desorción por plasma, las de 
bombardeo con átomos rápidos o las de ionización por termonebulización [148]. 
Otra clasificación habitual de las fuentes de iones es la de fuentes duras y 
blandas. Las primeras producen iones fragmentados con una relación m/z menor 
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que la del ión molecular, aportando información estructural y de los diversos grupos 
funcionales presentes en las moléculas. Por otro lado, las fuentes blandas dan lugar a 
poca fragmentación, siendo útiles para la determinación de pesos moleculares 
exactos. 
 
1.4.2.3. Analizadores de masas. 
Los analizadores de masas sirven para separar los iones con diferente 
relación m/z. Estos componentes se diseñan para detectar diferencias de masa muy 
pequeñas y para permitir el paso de un número de iones suficiente que produzca en 
el detector una corriente iónica fácil de medir. Existen diversos tipos de analizadores 
de masa, como los de sector magnético, los de doble enfoque, los cuadrupolares, los 
de tiempo de vuelo y los de trampa iónica [102]. 
Los analizadores de sector magnético utilizan un imán permanente o un 
electroimán para hacer que el haz de electrones procedente de la fuente de iones se 
desplace con una trayectoria circular a través de un tubo metálico. Debido a su 
diferente energía cinética se pueden diferenciar los iones más pesados de los más 
ligeros. Además la corriente del imán se puede variar haciendo posible la separación 
de distintos iones. Los espectrómetros de doble enfoque combinan campos 
magnéticos y electrostáticos, consiguiendo una mayor precisión que los analizadores 
magnéticos. 
Los espectrómetros de masas cuadrupolares presentan cuatro cilindros 
paralelos que actúan como electrodos. Los cilindros opuestos se conectan 
eléctricamente, un par se une al polo positivo de una fuente de corriente continua y 
el otro par al polo negativo. Por otro lado, a cada par de barras se le aplican 
potenciales variables de corriente alterna de radiofrecuencia, desfasados 180 grados. 
Aplicando estos dispositivos se consigue que sólo los iones que presenten un 
determinado valor de m/z alcancen el detector, puesto que todos los restantes 
inciden en las barras y se convierten en moléculas neutras. 
En los analizadores de masas de tiempo de vuelo (TOF) los iones se producen 
de manera periódica mediante el bombardeo de la muestra con impulsos cortos de 
electrones, iones secundarios o fotones generados por láser. Los iones formados se 
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aceleran mediante un impulso de campo eléctrico y pasan a un tubo analizador que 
no está sometido a ningún campo, con una longitud de aproximadamente un metro. 
La velocidad que presentan los iones dentro del tubo dependerá de su masa, 
llegando al detector antes los iones más ligeros.  
Los analizadores de trampa iónica constan de un espacio físico en el que se 
confinan los iones que proceden de la fuente, y donde son sometidos a un barrido 
del potencial de radiofrecuencia que atrapa a los iones hasta que se desestabilizan y 
pasan al detector. 
 
1.4.2.4. Detectores. 
Los detectores sirven para transformar los iones procedentes del analizador 
de masas en una señal eléctrica, que puede ser procesada, almacenada y mostrada de 
diferentes maneras, con la ayuda de dispositivos de almacenamiento y tratamiento 
de datos. Existen diversos tipos, siendo los más habituales los canales 
multiplicadores de electrones, la copa de Faraday y los detectores tipo centelleo. 
 
1.4.3. LC/MS (cromatografía líquida de alta eficacia acoplada a 
espectrometría de masas). 
La combinación de HPLC y MS resulta interesante porque hace posible la 
separación de moléculas presentes en una mezcla compleja (HPLC) junto con su 
identificación y cuantificación precisas (MS). El principal problema para acoplar 
ambas técnicas radica en el contraste que existe entre los volúmenes de disolvente 
que salen de la columna de cromatografía y los requerimientos de vacío del 
espectrómetro de masas. Para solucionar este problema se han diseñado diversas 
interfases. 
En un primer momento [148] se diseñaron varios tipos de interfases que, si 
bien fueron útiles para ciertas aplicaciones concretas, no sirvieron para solucionar de 
manera global el acoplamiento entre HPLC y MS. En este grupo se pueden 
mencionar la interfase de cinta móvil y la de introducción directa de líquidos. En la 
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primera de ellas el flujo de salida de la columna cromatográfica se coloca sobre una 
cinta transportadora móvil que lo lleva hasta una zona de calentamiento en la que se 
produce la evaporación de los diferentes analitos y/o de la fase móvil, en función del 
sistema de ionización empleado. Esta interfase presenta muchos problemas de 
construcción y de mantenimiento, pues la cinta transportadora tiene una longitud 
finita y un recorrido circular, de tal manera que se necesita un procedimiento de 
limpieza capaz de evitar todo tipo de contaminaciones cruzadas. Además la 
necesidad de emplear altas temperaturas para evaporar la fase móvil y así 
transportar los analitos hasta la fuente de iones del espectrómetro origina problemas 
si se necesita analizar compuestos térmicamente inestables. En la interfase de 
introducción directa de líquidos el flujo de salida de la columna cromatográfica pasa 
a lo largo de una sonda que presenta un microorificio que coincide con la fuente de 
iones del espectrómetro de masas. Según cuáles sean el flujo de salida y las 
condiciones de vacío se introducirá una porción diferente de fase móvil en la fuente 
de iones, donde se producirá la ionización química. Esta interfase presenta 
problemas de sensibilidad, debido a la ionización de sólo una pequeña porción del 
flujo de salida de la columna cromatográfica, y de mantenimiento, debido al posible 
taponamiento del orificio de entrada a la fuente de iones. 
En la actualidad la mayor parte de los instrumentos diseñados para LC/MS 
emplean interfases en las que la ionización se realiza a presión atmosférica (API), 
pasando a continuación los iones a las zonas del espectrómetro de masas que se 
encuentran a elevado vacío [179]. Fundamentalmente se pueden describir tres 
métodos de ionización a presión atmosférica: la ionización por electrospray (ESI), la 
ionización química a presión atmosférica (APCI) y la fotoionización a presión 
atmosférica (APPI).  
En la ESI el flujo que sale de la columna cromatográfica se introduce en un 
nebulizador, al que se le aplica una elevada carga eléctrica, generándose a su salida 
un aerosol de gotas microscópicas cargadas. A continuación se produce una 
evaporación hasta que el tamaño de las gotas es tal que existe una densidad de carga 
suficiente para que se liberen iones de la muestra de la superficie de las gotas. Así se 




En la APCI el flujo de salida de la columna, formado por muestra y 
disolvente, se evapora en un nebulizador calentado. A continuación esta fase gaseosa 
es sometida a una descarga en corona, formándose principalmente iones de 
disolvente. Por último, estos iones reaccionan con las moléculas de la muestra, 
produciéndose transferencias de protones entre ambos y generándose iones 
positivos y negativos de la muestra original. A menudo esta interfase se emplea para 
moléculas estables térmicamente que necesitan mucha energía de ionización. 
La APPI es similar a la APCI, excepto por el hecho de que usa fotones para 
ionizar las moléculas de la muestra, aplicando mayores energías de ionización. 
En todos los métodos de API es esencial un correcto diseño de la interfase 
entre la zona a presión atmosférica y la zona a vacío, que haga posible el 
mantenimiento de las presiones adecuadas para cada una de ellas y el paso de la 
mayor cantidad posible de iones de interés. Este diseño suele ser característico de 
cada uno de los fabricantes de equipos de LC/MS. 
 
1.4.4. Espectrometría de masas en tándem (MS/MS). 
La espectrometría de masas en tándem (MS/MS) consiste en el acoplamiento 
en serie de dos analizadores de masas y presenta cada vez un mayor número de 
aplicaciones. En el primer analizador se identifican una serie de iones moleculares 
(llamados iones padre), que pasan a una cámara de colisión en la que se bombea un 
gas (helio, argón, nitrógeno) que colisiona con los iones padre dando lugar a 
numerosos iones hijo. En el segundo analizador se obtiene el espectro de estos iones 
hijo. 
Existen distintos modos de operación en un espectrómetro de masas en 
tándem [179], útiles para diferentes aplicaciones: 
a) Espectro de ión hijo (product ion scan): en este caso en el primer analizador se 
selecciona una única masa/carga (ión padre), que es la que se permite pasar a la 
cámara de colisión. En el segundo analizador se realiza un barrido por todas las 
relaciones m/z detectables, determinando cuáles son las masas de los iones hijo 
producidos en la cámara de colisión. Este modo de funcionamiento resulta útil 
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para caracterizar la estructura de los iones padre, así como para determinar las 
condiciones adecuadas que consiguen maximizar la cantidad de cada uno de los 
iones hijo formados. 
b) Espectro de ión precursor (precursor ion scan): en este modo de operación se 
selecciona una única masa/carga (ion hijo) en el segundo analizador, mientras 
que en el primero se realiza un barrido para determinar todos los iones padre 
presentes en la muestra que puedan dar lugar al ión hijo seleccionado. Este modo 
sirve para proporcionar información estructural así como para confirmar datos 
procedentes del espectro de ión hijo. 
c) Monitorización de múltiples reacciones (MRM, multiple reaction monitoring): en 
este caso en el primer analizador se permite el paso de una única masa/carga 
(ión padre) y en el segundo se detecta la presencia de una única masa/carga (ión 
hijo). De este modo se consigue una mayor sensibilidad para la pareja padre/hijo 
(transición), por lo que es el modo que se suele emplear en aplicaciones forenses 
o toxicológicas, análisis medioambientales, farmacológicos,... 
d) Espectro de pérdida constante de fragmentos neutros (neutral loss scan): en este 
modo se realiza en ambos analizadores un barrido de manera sincronizada para 
detectar las parejas padre/hijo debidas a la pérdida de un fragmento o grupo 
funcional neutro. Este modo resulta útil para detectar en una mezcla compleja 
compuestos de un mismo tipo que presenten un patrón de fragmentación 
común. 
 
En la actualidad los fabricantes de este tipo de equipos están diseñando 
nuevas combinaciones, con distintos analizadores de masa en serie, para conseguir 




























 El objetivo de la presente tesis doctoral es desarrollar métodos para el 
aislamiento y la detección de ficotoxinas marinas. Se pondrá a punto la polarización 
de la fluorescencia como técnica analítica base para diseñar métodos rápidos y 
asequibles de detección de toxinas. 
Se estudiará la unión entre las yessotoxinas y las fosfodiesterasas celulares 
mediante la polarización de la fluorescencia, con el fin de obtener un método para 
cuantificar estas ficotoxinas. Además se pondrán a punto métodos de extracción y 
limpieza de las yessotoxinas a partir de muestras contaminadas. Por otro lado, se 
desarrollará un procedimiento para la purificación a gran escala de azaspirácidos a 
partir de mejillones contaminados con varias toxinas lipofílicas y se investigará la 
estabilidad de las toxinas obtenidas. La finalidad de este estudio es disponer de 























En esta sección se presentan los resultados obtenidos durante la tesis 
doctoral, publicados en revistas internacionales. Dichos resultados van 
acompañados de la descripción de la metodología científica utilizada y de las 
conclusiones obtenidas en cada caso. Las cuatro publicaciones que se presentan están 
relacionadas tanto con la detección como con el aislamiento de ficotoxinas marinas, 
por lo que esta sección se divide en: 
 
Parte I: Diseño de un método para la detección de YTXs en moluscos 
contaminados. 
 En el laboratorio de Farmacología se había descrito con anterioridad la unión 
entre las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos celulares y las YTXs. Basándose en 
este hecho se utilizó la fluorescencia de polarización para diseñar un método de 
detección de este grupo de toxinas. En primer lugar se puso a punto esta tecnología 
analítica estudiando la unión de avidina y biotina, marcando una de las dos especies 
con un derivado fluorescente. A continuación se utilizó la fluorescencia de 
polarización para detectar la unión de la YTX y las fosfodiesterasas I y II marcadas 
con un derivado de la fluoresceína, observando que era posible cuantificar la 
cantidad de toxina existente en un medio control. Posteriormente se realizó un 
análisis de los distintos métodos de extracción de las YTXs a partir de muestras de 
mejillón contaminado, determinando cuáles eran los más adecuados por no 
presentar efecto matriz en el método de detección. Durante este análisis también se 
diseñó un procedimiento de limpieza para reducir las interferencias de los extractos 
en la fluorescencia de polarización. Finalmente el conjunto formado por el método 
de extracción y limpieza y el método de detección se validó con muestras de mejillón 
contaminado durante una marea roja, observándose que no sólo era adecuado para 
cuantificar la yessotoxina presente en la muestra, sino también otros análogos como 




 A esta parte corresponden las publicaciones: 
I.1. Quantification of yessotoxin using the fluorescence polarization technique and 
study of the adequate extraction procedure. 
I.2. Extraction and cleaning methods to detect yessotoxins in contaminated mussels. 
 
Parte II: Diseño de un método para la purificación de AZAs a partir 
de mejillones contaminados. 
 Los AZAs son un grupo de toxinas de reciente descripción y amplia 
distribución geográfica. Sin embargo, la ausencia de estándares puros de los 
diferentes análogos de este grupo ha hecho imposible el estudio en profundidad de 
su mecanismo de acción y de su toxicología. En el laboratorio de Farmacología se 
disponía de mejillones contaminados con toxinas DSP y AZAs procedentes de una 
marea roja de Irlanda. Con este material se puso a punto un método de purificación 
a gran escala de los diferentes análogos de AZAs. Se diseñó un procedimiento que 
consta de tres etapas consecutivas: una extracción de la muestra de mejillón con 
varios disolventes orgánicos, una separación en fase sólida para aislar los AZAs de 
las toxinas DSP y una cromatografía líquida para purificar cada uno de los análogos. 
En el transcurso de la purificación se observó una relación entre la estabilidad de los 
AZAs y la temperatura de secado durante el proceso de separación. Por ello se llevó 
a cabo un estudio sobre la influencia de la temperatura y el pH en la estabilidad de 
los distintos análogos aislados. 
 
 A esta parte corresponden las publicaciones: 
II.1. Purification of five azaspiracids from mussel samples contaminated with DSP 
toxins and azaspiracids. 
II.2. Evaluation of various pH and temperature conditions on the stability of 



























I.1. Quantification of yessotoxin using the fluorescence polarization 



















































































































II.1. Purification of five azaspiracids from mussel samples 


















































II.2. Evaluation of various pH and temperature conditions on the 
stability of azaspiracids and their importance in preparative isolation 
































Publicación I.1. Cuantificación de la yessotoxina empleando la 
técnica de la polarización de la fluorescencia y estudio del 
procedimiento de extracción adecuado. 
 La yessotoxina (YTX) es una toxina etérea policíclica producida por 
microalgas del fitoplancton del grupo de los dinoflagelados. Se ha demostrado que 
la YTX aumenta la actividad de las fosfodiesterasas específicas de nucleótidos 
cíclicos 3’,5’ (PDEs) y que existe una unión entre estas proteínas y la toxina. La 
polarización de la fluorescencia (FP) es una técnica espectroscópica que se puede 
utilizar para estudiar interacciones entre moléculas. Se basa en excitar una molécula 
fluorescente con luz polarizada en un plano y medir el grado de polarización de la 
luz emitida. En este trabajo la FP se aplica al estudio de la interacción entre la YTX y 
las fosfodiesterasas I y II (PDE I y II). Las fosfodiesterasas se marcan con un derivado 
reactivo de la fluoresceína y se mide la FP del conjugado proteína-marcador cuando 
se incrementa la concentración de YTX en el medio. Los resultados muestran que en 
ambos casos la polarización de la fluorescencia de los conjugados disminuye cuando 
se unen a la YTX. Si se utiliza la PDE I es posible trazar una curva gaussiana o una 
línea recta que relacione las dos variables (FP y concentración de YTX). La 
concentración de esta toxina en extractos de mejillón contaminados de manera 
artificial (que contienen el conjugado) se puede cuantificar midiendo su FP y 
utilizando las ecuaciones de dichas líneas. En este estudio se probaron distintos 
métodos de extracción y se determinó cuáles de ellos se podían utilizar para obtener 
un extracto de mejillón adecuado para ser cuantificado mediante esta técnica. 
 
Publicación I.2. Métodos de extracción y limpieza para detectar 
yessotoxinas en mejillones contaminados. 
 La yessotoxina (YTX) y sus análogos son un grupo de toxinas descrito 
recientemente y con mayor presencia en moluscos en los últimos años. Se pueden 
cuantificar mediante varios ensayos funcionales debido a su interacción con las 
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fosfodiesterasas (PDEs). Uno de ellos detecta la unión entre la YTX y la PDE I 
marcada con un derivado fluorescente usando la polarización de la fluorescencia, 
una técnica espectroscópica basada en excitar una molécula fluorescente con luz 
polarizada en un plano y medir el grado de polarización de la luz emitida. El 
objetivo de este estudio fue desarrollar un procedimiento de extracción de mejillones 
que no interfiera con este método de detección. Se midieron las concentraciones de 
YTX en extractos de mejillón contaminado de manera artificial, obtenidos utilizando 
distintos métodos de extracción y procedimientos de limpieza. Con estas 
concentraciones se calcularon los porcentajes de recuperación de la toxina en varios 
pasos de dichos procedimientos. Se utilizaron seis métodos de extracción y dos 
procedimientos de limpieza y sólo con dos combinaciones no se observaron 
interferencias debido a la matriz de procedencia y se obtuvieron elevadas 
recuperaciones de toxina. Una de estas combinaciones emplea acetona como 
disolvente de extracción seguida de tres particiones con diclorometano y la otra 
utiliza metanol. El procedimiento de limpieza incluye un cartucho de sílica y un 
filtro para pesos moleculares menores de 10000. Por último, se aplicaron estos dos 
métodos de extracción-limpieza-detección a una muestra de mejillón contaminada 
procedente de una marea roja y los resultados muestran que no sólo se puede 
cuantificar la YTX, sino también la homoYTX y la hidroxiYTX, con un 85-90% de 
recuperación. 
 
Publicación II.1. Purificación de cinco azaspirácidos a partir de 
muestras de mejillón contaminado con toxinas DSP y azaspirácidos. 
 Las intoxicaciones humanas durante los episodios tóxicos en moluscos son 
una preocupación muy importante para la salud pública, así como para los intereses 
económicos de las regiones productoras. Aunque inicialmente cada toxina se 
circunscribía a una región geográfica determinada, hoy en día muchas de ellas 
aparecen en múltiples lugares a lo largo del planeta. Además se están aislando e 
identificando más compuestos tóxicos (nuevas toxinas o nuevos análogos de toxinas 
conocidas), que representan nuevos riesgos para la salud humana. Un ejemplo de 
esta situación es el grupo de los azaspirácidos (AZAs). Inicialmente estas toxinas se 
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circunscribían a las costas irlandesas pero hoy en día aparecen en muchas 
localizaciones geográficas diferentes; en el primer episodio tóxico se aislaron sólo 
tres análogos, pero ahora se sabe que el grupo está formado por al menos once 
compuestos identificados. Un problema importante asociado con todas estas toxinas 
nuevas es la extrema dificultad para el estudio de sus efectos tóxicos y mecanismos 
de acción, debido a la reducida cantidad disponible de toxinas purificadas. Por lo 
tanto, el estudio de los procedimientos para aislarlas a partir de moluscos 
contaminados o para sintetizarlas es de enorme importancia. En este trabajo 
diseñamos un procedimiento completo para obtener análogos de AZAs a partir de 
mejillones contaminados con toxinas DSP y azaspirácidos, mediante tres pasos 
consecutivos: un procedimiento de extracción para arrastrar las toxinas de los 
moluscos, una extracción en fase sólida (SPE) para limpiar las muestras y separar las 
toxinas DSP de los AZAs, y un método de HPLC a escala preparativa para aislar 
cada análogo. En todos los pasos se utiliza LC/MS para detectar y cuantificar las 
toxinas. Empleando este procedimiento se obtuvieron grandes cantidades de AZA1, 
AZA2, AZA3, AZA4 y AZA5, que se pueden utilizar en estudios futuros 
relacionados con dichas toxinas así como en la producción de materiales certificados 
y estándares. 
 
Publicación II.2. Influencia de varias condiciones de pH y 
temperatura en la estabilidad de los azaspirácidos y su importancia 
en la purificación a escala preparativa y en los estudios toxicológicos. 
 Los azaspirácidos (AZAs) son un grupo de toxinas descubiertas en mejillones 
procedentes de las costas irlandesas en 1995. La toxicidad de estos compuestos es 
materia continua de debate, debido a la rara ocurrencia de episodios tóxicos. No se 
ha descrito ni su mecanismo de acción ni su comportamiento farmacocinético, 
debido principalmente a la falta de estándares y materiales de referencia. Se han 
desarrollado procedimientos para aislar AZAs a partir de moluscos contaminados y 
para sintetizarlos; en particular, actualmente se están mejorando los métodos 
empleados para su purificación a escala preparativa. El presente trabajo describe la 
estabilidad de los AZAs en una serie de condiciones de pH y temperatura en 
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disolución metanólica, en tejido de molusco y en mezclas acuosas de ácidos y tejidos 
de moluscos. Los ácidos fuertes como el clorhídrico o el fórmico producen una 
degradación rápida del AZA1 a concentración mM, mientras que un ácido más débil 
como el acético necesita condiciones de temperatura más elevadas (70ºC) y mayores 
concentraciones para mostrar efectos similares. Los AZAs presentaron una 
estabilidad mucho mayor en mezclas acuosas de ácidos y tejidos de moluscos, 
sugiriendo un efecto protector significativo de la matriz. Se ha propuesto un 
mecanismo para la degradación catalizada por ácidos, apoyado por las evidencias 
obtenidas mediante espectrometría de masas a partir de algunos de los productos de 
degradación. Las bases fuertes (hidróxido sódico) también muestran un efecto 
perjudicial en el AZA1; sin embargo, las bases más débiles (hidróxido amónico) no 
producen la degradación en 24 h a temperatura ambiente. Por último, se demostró 
que el potencial tóxico de los productos de degradación de los AZAs era 

























1. La polarización de la fluorescencia sirve para detectar la unión entre las 
fosfodiesteras y la yessotoxina. 
 
2. La polarización de la fluorescencia permite cuantificar la yessotoxina, la 
homoyessotoxina y la hidroxiyessotoxina en una muestra. Para ello es 
indispensable seguir un procedimiento de limpieza con una extracción en 
cartucho de sílica y un filtro para pesos moleculares menores de 10000, precedido 
de una extracción con metanol o de una extracción con acetona y particiones con 
diclorometano. 
 
3. La acetona y el metanol separan las toxinas diarreicas de los azaspirácidos 
mediante una extracción en fase sólida con cartucho de sílica. 
 
4. La fase móvil MeOH/H2O/AcOH (700/300/1) es la más adecuada para purificar 
mediante cromatografía líquida los azaspirácidos 1-5. 
 
5. Elevadas temperaturas (mayores de 40ºC) y valores de pH extremos (menores de 
1 y mayores de 12) modifican la estructura molecular de los azaspirácidos en 
disolución y eliminan su actividad tóxica. Sin embargo, los tejidos de moluscos 
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